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“METODOS PARA DETERMINAR O NIVEL OU ESTADO DE
ATIVACAO DE UMA PROTEINA DE FUSAO ONCOGENICA, PARA
OTIMIZAR TERAPIA E/OU REDUZIR A TOXICIDADE EM UM
SUJEITO TENDO CANCER, PARA SELECIONAR UM MEDICAMENTO
ANTI-CANCER ADEQUADO PARA O TRATAMENTO DE UM
CANCER, PARA IDENTIFICAR A RESPOSTA DE UM CANCER AO
TRATAMENTO COM UM MEDICAMENTO ANTI-CANCER, PARA
PREDIZER A RESPOSTA DE UM SUJEITO TENDO CANCER AO
TRATAMENTO COM UM MEDICAMENTO ANTI-CANCER, E, PARA
DETERMINAR SE UM SUJEITO TENDO CANCER E RESISTENTE AO
TRATAMENTO COM UM MEDICAMENTO ANTI-CANCER”
REFERENCIA CRUZADA AOS PEDIDOS RELACIONADOS

O presente pedido reivindica a prioridade do pedido provisério
U.S. 61/253.393, depositado em 20 de outubro de 2009, pedido provisdrio
U.S. 61/305.084, depositado em 16 de fevereiro de 2010, pedido provisoério
U.S. 61/327.487, depositado em 23 de abril de 2010, e pedido provisério U.S.
61/383.037, depositado em 15 de setembro de 2010, cujas revelagdes sdo aqui
incorporadas pela referéncia na sua integra com todos os propositos.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

As proteinas de fusfo, também conhecidas como proteinas
quiméricas, sdo proteinas criadas por meio da unido de dois ou mais genes
que codificam originalmente proteinas separadas. A tradu¢do deste gene de
fusdo resulta em um polipeptideo simples com propriedades funcionais
derivadas de cada uma das proteinas originais. As proteinas mutantes
quiméricas ocorrem quando uma mutag@o em grande escala, tipicamente uma
translocacdo cromossOmica, cria uma sequéncia codificante inédita que
contém partes das sequéncias codificantes de dois genes diferentes. As
proteinas de fusdo de ocorréncia natural sdo importantes no céncer, onde

funcionam como oncoproteinas.
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A proteina de fusio BCR-ABL ¢ um exemplo bem conhecido
de uma proteina de fusdo oncogénica. Pode ser considerada como o principal
regulador oncogénico de leucemia mielogénica crénica (CML), mas também
esta associada a leucemia linfoblastica aguda (ALL). De fato, a marca
citogenética de CML € o cromossomo Filadélfia (Ph), que resulta na formagado
do gene de fusdio BCR-ABL que codifica uma proteina de 210 kDa. De fato, a
proteina de fusio BCR-ABL resultante ¢ uma tirosina quinase ativa que €
importante para a patogénese de CML. Embora imatinib (Gleevec®™) seja
atualmente a terapia inicial para pacientes recentemente diagnosticados com
CML, cerca de 20-25 % dos pacientes ndo atingem respostas citogenéticas
completas duraveis. Estudos mostraram que a reativagdo da sinaliza¢do de
BCR-ABL na presenga de tratamento continuado com imatinib € a principal
causa de resisténcia. Na maioria dos pacientes, a reativagao resulta das
mutac¢des no dominio BCR-ABL quinase que dificulta a ligagdo de imatinib e
leva a indugdo de resisténcia ao medicamento. Como tal, a medi¢do da
atividade de BCR-ABL é util na previsdo de resposta a terapia com inibidores
de tirosina quinase, tal como imatinib, bem como na identificacdo de
pacientes que desenvolvem resisténcia a tais inibidores.

Até o momento, os métodos disponiveis para detectar
atividade de BCR-ABL dependem da medicdo de CRKL fosforilado
(pCRKL), um substrato de BCR-ABL. Por exemplo, La Rosee et al.
(Haematologica, 93:765-9 (2008)) descrevem uma analise Western blot de
lisados de leucocito total para determinar o nivel de pCRKL como um
substituto da atividade de BCR-ABL (ver também, Hochhaus et al.,
Leukemia, 16:2190-6 (2002); White et al., J. Clin. Oncol, 25:4445-51 (2007)).
De maneira similar, Khorashad et al. (Haematologica, 94:8 1-4 (2009))

_descreve um método a base de citometria de fluxo de medir o nivel de

"pCRKL para avaliar a atividade de BCR-ABL (ver também, Hamilton et al.,

Leukemia, 20: 1035-9 (2006)). Entretanto, estes métodos ndo apresentam a
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especificidade e sensibilidade que ¢ exigida para determinar a presenga ou
nivel da atividade de BCR-ABL em uma amostra, em decorréncia de serem
ensaios de anticorpo simples que dependem da detec¢do da fosforilagcdo de
uma proteina substituta. Dessa maneira, métodos especificos e sensiveis sdo
necessarios para detectar a atividade de BCR-ABL, bem como a atividade de
outras proteinas de fus@o oncogénicas, com propositos de diagndstico,
prognostico e terapéutico. A presente inven¢do satisfaz esta necessidade e
fornece vantagens relacionadas igualmente.
SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengdo fornece arranjos a base de anticorpo para
detectar o estado de ativacdo e/ou quantidade total de uma ou uma pluralidade
de proteinas de fusdo oncogénicas em uma amostra bioldgica, tal como
sangue total (por exemplo, um lisado preparado a partir de células raras
circulantes isoladas ou leucécitos) ou tecido tumoral (por exemplo, um
aspirado por agulha fina) e métodos de uso destes. Em certos exemplos, o
estado de ativagdo e/ou quantidade total de proteina(s) de fusdo oncogénica(s)
presente em uma amostra pode ser medida em combinagfo com uma ou uma
pluralidade de moléculas de transdugdo de sinal. As composi¢Ges e métodos
da presente invencdo apresentam as vantagens de especificidade associados
com ensaios imunoabsorventes ligados a enzima, sensibilidade associada a
amplificagdo de sinal e multiplexagdo de alto rendimento associada a
microarranjos.

Em um aspecto, a presente invengdo fornece um método para
determinar o nivel ou estado de ativacdo de uma proteina de fusdo
oncogénica, o método compreendendo:

(a) colocar um extrato celular em contato com uma primeira
fragdo de ligacdo especifica para um primeiro dominio de uma primeira
proteina de tamanho total, em condi¢bes adequadas para transformar a

primeira proteina de tamanho total presente no extrato celular em um




10

15

20

25

4

complexo que compreende a primeira proteina de tamanho total e a primeira
fragdo de ligacdo, em que o primeiro dominio da primeira proteina de
tamanho total ndo apresenta uma proteina de fusdo oncogénica
correspondente, que compreende um segundo dominio diferente da primeira
proteina de tamanho total fundido a um primeiro dominio de uma segunda
proteina de tamanho total diferente;

(b) remover o complexo da etapa (a), a partir do extrato
celular, para formar um extrato celular desprovido da primeira proteina de
tamanho total;

(c) colocar o extrato celular da etapa (b) em contato com uma
segunda fracdo de ligacdo especifica para o segundo dominio diferente da
primeira proteina de tamanho total, em condi¢Ges adequadas para transformar
a proteina de fusfo oncogénica presente no extrato celular em um complexo
que compreende a proteina de fusdo oncogénica e a segunda fragdo de
ligagdo; e

(d) determinar o nivel ou estado de ativagdo do complexo da
etapa (c), determinando por meio disso o nivel ou estado de ativacio da
proteina de fusdo oncogénica.

Em modalidades particulares, determinar o nivel ou estado de
ativagdo de uma proteina de fusdo oncogénica inclui medir um nivel de
expressdo (por exemplo, concentragdo) e/ou ativagdo (por exemplo,
fosforilacdo) de uma proteina de fus@o oncogénica (por exemplo, em um
extrato celular).

Em modalidades preferidas, as etapas (c¢) e (d) do método da
presente invengdo compreendem um ensaio imunoabsorvente ligado e enzima
(ELISA), um ensaio de citometria de fluxo, um ensaio de sele¢do de rétulo,
ou um ensaio de detecg@o de proximidade dupla da maneira aqui descrita.

Em uma modalidade particular do ensaio de detecgdo de

proximidade dupla, a presente inveng@o fornece um método para determinar o
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nivel ou estado de ativagdo de uma proteina de fusdo oncogénica, o método
compreendendo:

(a) incubar um extrato celular com uma dilui¢do em série de
anticorpos de captura especificos para a proteina de fusdo oncogénica para
formar uma pluralidade de proteinas de fus@o oncogénicas capturadas, em que
os anticorpos de captura sfo limitados em um suporte sélido, em que a
proteina de fusdo oncogénica compreende um primeiro dominio que
corresponde a uma primeira proteina e um segundo dominio que corresponde
a uma segunda proteina diferente, ¢ em que os anticorpos de captura sdo
especificos para o primeiro dominio da proteina de fusio;

(b) incubar a pluralidade de proteinas de fusdo oncogénicas
capturadas com pelo menos dois tipos de anticorpos de detec¢do especificos
para o segundo dominio da proteina de fusdo oncogénica, para formar uma
pluralidade de proteinas de fusdo oncogénicas capturadas detectaveis, em que
os anticorpos de deteccdo compreendem:

(1) uma pluralidade de anticorpos independentes do estado de
ativacdo marcados com uma fragdo de facilitat;ﬁd, e

(2) uma pluralidade de anticorpos dependentes do estado de
ativacdo marcados com um primeiro elemento de um par de amplificagdo de
sinal, |

em que a frac@o de facilitagdo gera um agente de oxidagio que
canaliza e reage com o primeiro elemento. do par de amplificagéo de sinal;

(c) incubar a pluralidade de proteinas de fusdo oncogénicas
capturadas detectaveis com um segundo elemento do par de amplificagio de
sinal, para gerar um sinal amplificado, e

(d) detectar o sinal amplificado gerado a partir do primeiro e

“segundo elementos do par de amplificagdo de sinal.

Em uma outra modalidade particular do ensaio de detecgéio de

—proximidade dupla, a presente invengdo fornece um método para determinar o
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nivel ou estado de ativagdo de uma proteina de fusdo oncogénica, o método
compreendendo:

(a) incubar um extrato celular com uma diluigdo em série de
anticorpos de captura especificos para a proteina de fusdo oncogénica para
formar uma pluralidade de proteinas de fusdo oncogénicas capturadas, em que
os anticorpos de captura sdo limitados em um suporte solido, em que a
proteina de fusdo oncogénica compreende um primeiro dominio que
corresponde a uma primeira proteina e um segundo dominio que corresponde
a uma segunda proteina diferente, e em que os anticorpos de captura sdo
especificos para o primeiro dominio da proteina de fuséo;

(b) incubar a pluralidade de proteinas de fusdo oncogénicas
capturadas com pelo menos dois tipos de anticorpos de detec¢do para formar
uma pluralidade de proteinas de fuséo oncogénicas capturadas detectaveis, em
que os anticorpos de deteccdo compreendem:

(1) uma pluralidade de anticorpos independentes do estado de
ativagdo marcados com uma fracdo de facilitagdo, em que os anticorpos
independentes do estado de ativagdo so especificos para o primeiro dominio
da proteina de fuso, e

(2) uma pluralidade de anticorpos dependentes do estado de
ativagdo marcados com um primeiro elemento de um par de amplificagdo de
sinal, em que os anticorpos dependentes do estado de ativagdo sdo especificos
para o segundo dominio da proteina de fusdo,

em que a fragdo de facilitacdo gera um agente de oxidagdo que
canaliza e reage com o primeiro elemento do par de amplificacdo de sinal;

(¢) incubar a pluralidade de proteinas de fusdo oncogénicas
capturadas detectdveis com um segundo elemento do par de amplificagc@o de
sinal, para gerar um sinal amplificado, e

(d) detectar o sinal amplificado gerado a partir do primeiro e

segundo elementos do par de amplificagdo de sinal.
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Em um outro aspecto, a presente invenc¢do fornece um método
para otimizar a terapia e/ou reduzir a toxicidade em um sujeito com céncer, e
que recebe um periodo de terapia para o tratamento do cancer, o método
compreendendo:

(a) isolar células de céncer apds a administragdo de um
medicamento anti-cancer;

(b) lisar as células isoladas para produzir um extrato celular;

(c) medir um nivel de expressdo e/ou ativagdo de uma proteina
de fusdo oncogénica no extrato celular, usando um ensaio aqui descrito; e

(d) comparar o nivel medido de expressdo e/ou ativagdo da
proteina de fusdo oncogénica com um nivel de expressdo e/ou ativagdo da
proteina de fusfio oncogénica, medido em um momento anterior, durante o
periodo da terapia; e

(e) determinar uma dose subsequente do periodo da terapia
para o sujeito, ou se um periodo da terapia diferente pode ser administrado ao
sujeito com base na comparagéo da etapa (d).

Em certas modalidades, uma ou mais moléculas de transdugéo
de sinal presentes no extrato celular sdo detectadas, além de uma ou mais
proteinas de fusdo oncogénicas. Exemplos de moléculas de transducdo de
sinal incluem, sem limitagdo, receptor tirosina quinases, ndo receptor tirosina
quinases, componentes da cascata de sinalizagdo de tirosina quinase, e/ou
substratos para uma ou mais proteinas de fusdo oncogénicas (por exemplo,
substratos BCR-ABL). Em alguns exemplos, as moléculas de transdugdo de
sinal sdo detectadas usando os métodos aqui descritos, com a excecdo de que,
dependendo do ensaio, tanto os dois anticorpos (isto €, o anticorpo de captura
e o anticorpo de detecg¢do) quanto os trés anticorpos (isto €, o anticorpo de
captura e ambos os anticorpos de detec¢@o) sdo direcionados para a mesma
proteina. Em outros exemplos, as moléculas de transdug@o de sinal sdo

detectadas usando qualquer método conhecido pelos versados na técnica. Em
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modalidades particulares, uma ou mais das moléculas de transdugdo de sinal
presentes no extrato celular sdo detectadas junto com uma ou mais proteinas
de fusdo oncogénicas, usando os ensaios (por exemplo, imunoensaios) aqui
descritos.

Em certas modalidades, a presente invencdo também fornece
estojos para realizar os ensaios de detec¢do de proximidade dupla aqui
descritos, compreendendo: (a) uma dilui¢do em série de uma ou uma
pluralidade de anticorpos de captura mantidos em um suporte solido, em que
os anticorpos de captura sdo especificos para um ou mais analitos de interesse
(por exemplo, as proteinas de fusdo oncogénicas ou moléculas de transdugéo
de sinal); e (b) uma pluralidade (por exemplo, pelo menos dois tipos) de
anticorpos de detecgdo para cada analito de interesse. Os estojos podem
compreender adicionalmente de maneira opcional outros reagentes tais como,
por exemplo, o primeiro e o segundo elementos do par de amplificagdo de
sinal.

Outros objetos, caracteristicas e vantagens da presente
invenc@o serdo evidentes aos versados na técnica a partir da descri¢do e
figuras a seguir.

DESCRICAO RESUMIDA DOS DESENHOS

A figura 1 mostra uma modalidade do formato de ensaio da
presente invengdo, que depende da co-localizacdo de dois anticorpos de
detec¢do adicionais ligados com enzimas para subsequentes eventos de
formagéo de canal para cada proteina de fusdo oncogénica alvo ligada.

A figura 2 mostra esquematicamente a aplicagéo dos arranjos
da invengdo para selegdo de medicamento em todo o periodo de tratamento de
cancer.

As figuras 3 A-D mostram varias modalidades do formato de
ensaio da presente invenc¢do para detectar expressdo e niveis de ativagdo de

proteinas de fusdo oncogénicas tal como BCR-ABL.
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A figura 4 mostra o sinal de BCR-ABL em células K562 ap6s
a remo¢do de BCR livre.

A figura 5 mostra o sinal de BCR em células K562 apés a
remoc¢do de BCR livre.

A figura 6 mostra a detecgéo de niveis totais e fosforilados de
BCR-ABL em células K562.

A figura 7 mostra o nivel de fosforilagdo ("BCR-ABL fosfo")
e a quantidade total ("BCR-ABL total") de BCR-ABL detectado em células
K562 de leucemia mielogénica cronica humana com ou sem a diminui¢do de
BCR livre usando contas acopladas ao anticorpo C-terminal de BCR.

A figura 8 mostra o sinal de BCR-ABL fosforilado em células
K562 com ou sem a remo¢do de BCR livre usando contas acopladas ao
anticorpo C-terminal de BCR. Em particular, a figura 8 A fornece uma
comparagdo de microarranjo do sinal de BCR-ABL fosforilado detectado em
lisados de célula K562, com ou sem a remog¢io de BCR de tamanho total
("Contas ndo tratadas" = BCR ndo removida versus "Contas tratadas" = BCR
removida com contas que contém um anticorpo especifico para a terminagio
C de BCR de tamanho total conjugado a estas). A figura 8B fornece uma
representacdo grafica dos dados de microarranjo com unidades de
fluorescéncia relativa (RFU) como uma fung&o do nimero celular.

A figura 9 mostra o sinal total de BCR-ABL em células K562
com ou sem a remo¢ao de BCR livre, usando contas acopladas ao anticorpo
C-terminal de BCR. Em particular, a figura 9A fornece uma comparag¢io de
microarranjo do sinal total de BCR-ABL detectado em lisados de célula K562
com ou sem a remo¢do de BCR de tamanho total ("Contas ndo tratadas" =
BCR ndo removida versus "Contas tratadas" = BCR removida com contas que
contém um anticorpo especifico para a terminacdo C de BCR de tamanho

total conjugado a estas). A figura 9B fornece uma representacdo grafica dos
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dados de microarranjo com unidades de fluorescéncia relativa (RFU) como
uma fung¢do do niumero celular.

A figura 10 mostra a remogdo de BCR livre de tamanho total a
partir de um extrato de células K562, apds colocar o extrato celular em
contato com contas acopladas ao anticorpo C-terminal de BCR. Em particular,
a figura 10A fornece uma comparagdo de microarranjo do sinal total de BCR
detectado em lisados de célula K562 com ou sem a remog¢do de BCR de
tamanho total ("Contas ndo tratadas" = BCR ndo removida versus "Contas
tratadas" = BCR removida com contas que contém um anticorpo especifico
para a terminagdo C de BCR de tamanho total conjugado a estas). A figura
10B fornece uma representagdo grafica dos dados de microarranjo com
unidades de fluorescéncia relativa (RFU) como uma fun¢do do nimero
celular.

A figura 11 mostra que as proteinas BCR e ABL livres de
tamanho total, mas ndo a proteina de fusdo BCR-ABL, estdo presentes nas
células brancas do sangue (WBCs).

A figura 12 mostra que a BCR livre de tamanho total presente
em WBCs inibiu o sinal de BCR-ABL fosfo em extratos de célula K562,
quando tais extratos de célula K562 foram maiores com os extratos de WBC.

A figura 13 mostra o sinal de BCR-ABL total em células K562
maior com os extratos de WBC apos a remogédo de BCR livre, usando contas
acopladas ao anticorpo C-terminal de BCR. Em particular, A figura 13A
mostra que o sinal de BCR livre foi saturado quando os extratos de célula
K562 foram maiores com os extratos de WBC. Apds o tratamento com contas
acopladas ao anticorpo C-terminal de BCR, a BCR livre foi removida. A
figura 13B mostra que o sinal de BCR-ABL n&o foi alterado com ou sem
tratamento com contas no mesmo experimento.

A figura 14 mostra que o inibidor de BCR-ABL, imatinib

(Gleevec®), inibiu dose-dependentemente a ativagdo (isto &, fosforila¢do),
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mas ndo a expressdo (isto &, niveis totais), da proteina BCR-ABL em células
K562.

A figura 15 mostra que o inibidor de BCR-ABL, nilotinib
(Tasigna®), inibiu dose-dependentemente a ativacdo (isto ¢, fosforilagdo), mas
ndo a expressdo (isto &, niveis totais), de proteina BCR-ABL em células
K562.

A figura 16 mostra que o inibidor de BCR-ABL, dasatinib
(Sprycel®), inibiu dose-dependentemente a ativagio (isto &, fosforilacdo), mas
ndo a expressdo (isto é, niveis totais), de proteina BCR-ABL em células
K562.

A figura 17 mostra que CRKL ¢ tanto presente quanto ativado
(isto é, fosforilado) em células K562.

A figura 18 mostra que CRKL esta presente em células
humanas de carcinoma epiderméide A431 e € ativada (isto é, fosforilada)
mediante tratamento de EGF.

A figura 19 mostra que CRKL estd presente em células de
tumor epitelial de mama ductal humana T47D, mas ndo estad ativada (isto é,
fosforilada) mediante tratamento com EGF.

A figura 20 mostra que CRKL estad presente em células T47D
e ¢ ativada (isto é, fosforilada) em baixos niveis mediante tratamento com
heregulina (HRG).

A figura 21 mostra que CRKL esta presente em células
humanas de adenocarcinoma de mama MCF-7 e € ativada (isto &, fosforilada)
em baixos niveis mediante tratamento com heregulina (HRG).

A figura 22 ilustra a presengca de CRKL ativada (isto é,
fosforilada) nas células brancas do sangue (WBCs) de doadores diferentes.

A figura 23 ilustra que JAK?2 ¢ ativada (isto é, fosforilada) em
células K562 e células A431.
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A figura 24 ilustra que BCR-ABL fosforilada pode ser
detectada e medida em lisados celulares preparados a partir de células K562
isoladas do sangue, usando contas magnéticas anti-CD45.

A figura 25 ilustra que os niveis totais de BCR-ABL néo
foram alterados quando um anticorpo direcionado a terminagdo C de BCR de
tamanho total natural (em que o dominio C-terminal ndo estd presente em
BCR-ABL) foi reconhecido no mesmo dispositivo da mesma peca, como um
anticorpo direcionado a regido N-terminal de BCR-ABL.

A figura 26 ilustra que sinal de BCR livre natural detectado
com um anticorpo de BCR especifico N-terminal foi reduzido quando um
anticorpo direcionado as terminagdes C de BCR natural foi reconhecido no
mesmo dispositivo da mesma peca.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

L. Introducao

As malignidades hematoldgicas sdo os tipos de céncer que
afetam o sangue, medula 6ssea e linfonodos. Como as trés sdo intimamente
conectadas por meio do sistema imune, uma doenga que afeta uma das trés
frequentemente afetard as outras também. Por exemplo, embora o linfoma
seja tecnicamente uma doenga dos linfonodos, este frequentemente se
dispersa para a medula 6ssea e o sangue. As transloca¢des cromossdmicas,
que criam proteinas de fusfo com sequéncias codificantes inéditas que contém
partes das sequéncias codificantes de dois genes diferentes, sdo uma causa
comum destas doencgas, mas sdo uma causa menos comum de tumores
s6lidos. Como tal, é importante identificar a presenca e/ou atividade de
proteinas de fusdo oncogénicas associadas as malignidades hematologicas, a
fim de fornecer o prognéstico e tratamento apropriados para pacientes com
estes tipos de cancer.

Por exemplo, a proteina de fus@o BCR-ABL estd associada

com-leucemia mielogénica cronica (CML), bem como leucemia linfoblastica
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aguda (ALL). Em particular, a proteina BCR-ABL € uma tirosina quinase
ativa que € importante para a patogé€nese do céncer. Embora imatinib
(Gleevec®) seja atualmente a terapia inicial para pacientes recentemente
diagnosticados com CML, cerca de 20-25 % dos pacientes ndo atingem
respostas citogenéticas completas durdveis. Estudos mostraram que a
reativacdo da atividade de BCR-ABL quinase, na presenca de tratamento
continuado com imatinib, € a principal causa de resisténcia. Como tal, a
medi¢do da atividade de BCR-ABL ¢€ util na previsdo de resposta a terapia
com inibidores de tirosina quinase, tal como imatinib, bem como na
identificag@o de pacientes que desenvolvem resisténcia a tais inibidores.

A presente invengdo fornece métodos para detectar o estado de
ativacdo e/ou a quantidade total de uma ou uma pluralidade de proteinas de
fusdo (sozinhas ou em combinagdo com uma ou uma pluralidade de
moléculas de transdugdo de sinal) em células isoladas usando um sistema de
ensaio de arranjo a base de anticorpo. Os extratos celulares preparados a partir
de leucdcitos isolados, células circulantes, ou outros tipos celulares sio
particularmente usados nos métodos aqui descritos. Em algumas modalidades,
os ensaios multiplex de alto rendimento da presente invengdo podem detectar
o estado de ativacdo de uma ou mais proteinas de fusdo oncogénicas, e/ou
moléculas de transdugdo de sinal, no nivel celular Unico. De fato, as
moléculas de transdugdo de sinal, tal como EGFR, podem ser detectadas com
uma sensibilidade de cerca de 100 zeptomols e uma faixa dindmica linear de
cerca de 100 zeptomols a cerca de 100 fentomols. Como tal, a detecgdo de
célula unica do estado de ativacdo de uma ou mais proteinas de fusdo
oncogénicas, e/ou moléculas de transdugdo de sinal, facilita o progndstico e
diagnostico de cancer, bem como a determinagdo de terapias personalizadas e
alvejadas.

A figura 1 ilustra um ensaio exemplar de detec¢do de

proximidade dupla da presente invencdo, no qual uma proteina de fusio
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oncogénica, tal como BCR-ABL, esta ligada a um anticorpo de captura e dois
anticorpos de detecg¢do (isto é, um anticorpo independente do estado de
ativagdo e um anticorpo dependente do estado de ativagdo). O anticorpo de
captura 1 se liga a por¢cdo de BCR da proteina de fus@o independente de seu
estado de ativagdo. Embora o anticorpo independente do estado de ativagdo 2
se ligue a por¢cdo ABL da proteina de fusdo independente de seu estado de
ativagdo, o anticorpo dependente do estado de ativacdo 3 se liga a porgdo
ABL da proteina de fusdo dependente de seu estado de ativagdo (por exemplo,
o anticorpo dependente do estado de ativacdo se ligara apenas a forma ativada
de BCR-ABL com um residuo fosforilado). O anticorpo independente do
estado de ativagdo € marcado com uma fracdo de facilitagdo 4 ("Enzima A"),
e o anticorpo dependente do estado de ativagdo é marcado com um primeiro
elemento de um par de amplificacdo de sinal 5 ("Enzima B"). A ligacdo de
ambos os anticorpos de deteccio na por¢do ABL da proteina de fusdo
introduz a fra¢do de facilitagdo em proximidade suficiente com o primeiro
elemento do par de amplificacdo de sinal, de maneira tal que um sinal gerado
pela fracdo de facilitagdo possa canalizar no primeiro elemento do par de
amplificagdo de sinal, resultando na geragdo um sinal detectdvel e/ou
amplificavel. Vérios métodos para canalizar por proximidade sdo aqui
descritos e sdo também conhecidos na técnica incluindo, mas sem limitag&o,
FRET, FRET com fluorescéncia solucionada com o tempo, LOCI, etc. Uma
vantagem de canalizar por proximidade, da maneira usada nos métodos da
presente invengdo, € que um sinal detectdvel simples é gerado apenas para
aqueles analitos (por exemplo, proteinas de fusdo ou moléculas de transdugéo
de sinal) que se ligaram a todos os trés anticorpos, resultando em melhor
especificidade do ensaio, menos fundamento e detec¢do simplificada.

Da maneira aqui explicada em maiores detalhes, para avaliar
as terapias anti-cancer potenciais para um paciente individual, as células

isoladas podem ser incubadas com um ou mais medicamentos anti-cancer em
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doses variadas. A estimulagdo do fator de crescimento pode entdo ser
realizada por uns cinco minutos (por exemplo, cerca de 1-5 minutos) ou por
varias horas (por exemplo, cerca de 1-6 horas). A ativacdo diferencial de vias
de sinalizagdo com e sem medicamentos anti-cancer pode auxiliar na seleg¢do
de uma terapia adequada para o cancer, em dose adequada para cada paciente
individual. As células também podem ser isoladas a partir de um paciente
durante o tratamento com medicamento anti-cancer, e estimuladas com um ou
mais fatores de crescimento para determinar se uma mudanga na terapia pode
ser implementada. Como tal, as figura 2 mostra que os métodos da presente
inveng¢éo auxiliam vantajosamente o médico em fornecer o medicamento anti-
cancer correto, na dose correta, no tempo correto, para cada paciente.

I1. Definicoes

Da maneira aqui usada, os termos a seguir apresentam o0s
significados atribuidos a eles, a menos que de outra forma especificada.

O termo "cancer" inclui qualquer elemento de uma classe de
doengas caracterizadas pelo crescimento descontrolado de células anormais.
O termo inclui todos os cinceres e condigbes neoplasicas conhecidas, quer
sejam caracterizados como malignos, benignos, de tecido mole ou sélidos, e
canceres de todos os estagios e graus, incluindo cénceres pré e pos-
metastiticos. Os exemplos ndo limitantes de diferentes tipos de céncer
incluem malignidades hematologicas (por exemplo, leucemia, linfoma),
sarcoma osteogénicos (por exemplo, sarcoma de Ewing), sarcomas de tecido
mole (por exemplo, dermatofibrossarcoma protuberante (DFSP),
rabdomiossarcoma), outras malignidades de tecido mole, carcinomas
papilares da tiredide, cancer de préstata, céncer gastrico (por exemplo,
estomago), cancer de mama, cancer de pulmio (por exemplo, cancer de
pulmio de células ndo pequenas), canceres digestivos e gastrointestinais (por
exemplo, cancer colorretal, tumores estromais gastrointestinais, tumores

carcindides gastrointestinais, cancer do coélon, céncer retal, cincer anal,
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cincer do duto biliar e cancer do intestino delgado), cancer esofagico, ciAncer
da vesicula biliar, cancer hepatico, céncer pancredtico, cancer de apéndice,
cancer ovariano, céncer renal (por exemplo, carcinoma de célula renal),
cancer do sistema nervoso central, cincer de pele, coriocarcinomas e canceres
de cabeca e pescogo. Da maneira aqui usada, um "tumor" compreende uma ou
mais células cancerosas.

Uma "malignidade hematolégica" inclui qualquer tipo de
cancer que afeta o sangue, medula éssea e/ou linfonodos. Exemplos de
malignidades hematoldgicas incluem, mas sem limita¢do, leucemia, linfoma e
mieloma multiplo. Exemplos ndo limitantes de diferentes tipos de leucemia
incluem leucemia mielogénica cronica (CML), leucemia linfoblastica aguda
(ALL), leucemia linfocitica cronica (CLL), leucemia mielogénica aguda
(AML) e leucemia linfocitica granular grande. Os subtipos de CML incluem,
por exemplo, leucemia monocitica cronica. Os subtipos de ALL incluem, por
exemplo, precursor de leucemia linfoblastica aguda de célula B, leucemia
linfoblastica aguda de pré-célula B, precursor de leucemia linfobléstica aguda
de célula T e leucemia bifenotipica aguda. Os subtipos de CLL incluem, por
exemplo, leucemia pré-linfocitica de célula B. Os subtipos de AML incluem,
por exemplo, leucemia pré-mielocitica aguda, leucemia mieloblastica aguda e |
leucemia megacarioblastica aguda. Os exemplos de diferentes tipos de
linfoma incluem, mas sem limitag&o, linfoma de Hodgkin (quatro subtipos) e
linfoma ndo Hodgkin, tais como, por exemplo, linfoma linfocitico pequeno
(SLL), linfoma de célula B grande e difuso (DLBCL), linfoma folicular (FL),
linfoma de célula do Manto (MCL), leucemia de células pilosas (HCL),
linfoma de zona marginal (MZL), linfoma de Burkitt (BL), distarbio
linfoproliferativo pds-transplante (PTLD), leucemia pro-linfocitica de célula
T (T-PLL), leucemia pré-linfocitica de célula B (B-PLL), macroglobulinemia
de Waldenstrom (também conhecida como linfoma linfoplasmacitico) e

outros linfomas de NK ou célula T.
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O termo "analito" inclui qualquer molécula de interesse,
tipicamente uma macromolécula tal como um polipeptideo, cuja presenca,
quantidade e/ou identidade sdo determinadas. Em certos exemplos, o analito é
um componente celular de uma célula cancerosa, preferivelmente uma
proteina de fusdo oncogénica ou uma molécula de transducdo de sinal.

O termo "transformar" ou "transformag¢do" inclui uma
mudanga fisica e/ou quimica de um analito ou amostra para extrair o analito,
ou mudar ou modificar o analito da maneira aqui definida. Da maneira aqui
usada, uma extracdo, uma manipulagdo, uma precipitagdo quimica, um
ELISA, uma complexagdo, uma imuno-extracdo, uma modificacio fisica ou
quimica do analito ou amostra para medir um nivel ou concentrag¢do ou estado
de ativagdo de um analito constituem todos uma transformagio. Em outras
palavras, contanto que o analito ou a amostra néo seja idéntico antes e apos a
etapa de transformacfo, a mudanga ou modificacdo ¢ uma transformagio.

Da maneira aqui usada, pretende-se que o termo "diluigGes em
série" inclua uma série de concentragdes descendentes de uma amostra
particular (por exemplo, lisado celular) ou reagente (por exemplo, anticorpo).
Uma dilui¢do em série € produzida tipicamente por um processo de misturar
uma quantidade medida de uma concentragdo inicial de uma amostra, ou
reagente, com um diluente (por exemplo, tampéo de dilui¢do) para criar uma
concentracdo menor da amostra ou reagente, e repetir 0 processo por vezes
suficientes para obter o numero desejado de diluigGes em série. A amostra ou
reagente pode ser diluido em série pelo menos 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 100, 500, ou 1.000 vezes para produzir uma dilui¢do
em série compreendendo pelo menos 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15,16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, ou 50 concentragdes descendentes da
amostra ou reagente. Por exemplo, uma diluicdo em série, compreendendo
uma dilui¢do em série de 2 vezes de um reagente de anticorpo de captura em

uma concentracio inicial de 1 mg/ml, pode ser produzida misturando uma
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quantidade da concentracdo inicial de anticorpo de captura com uma
quantidade igual de um tampédo de dilui¢do para criar uma concentragdo do
anticorpo de captura de 0,5 mg/ml, e repetir o processo para obter
concentragdes do anticorpo de captura de 0,25 mg/mL, 0,125 mg/mL, 0,0625
mg/mL, 0,0325 mg/mL, etc.

O termo "faixa dindmica superior”, da maneira aqui usada,
refere-se a capacidade de um ensaio detectar um analito especifico em apenas
uma célula ou em muitos milhares de células. Por exemplo, os imunoensaios
aqui descritos possuem faixa dindmica superior em decorréncia detectarem
vantajosamente uma proteina de fusdo oncogénica particular, ou molécula de
transducdo de sinal de interesse, em cerca de 1-10.000 células (por exemplo,
cercade 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 250, 500, 750, 1.000, 2.500, 5.000, 7.500 ou
10.000 células) usando uma dilui¢do em série de concentragdes de anticorpo
de captura.

O termo "proteina de fusdo" ou "proteina quimérica" inclui
uma proteina criada por meio da unido de dois ou mais genes que codificam
originalmente proteinas separadas. Tais fusdes de gene sdo geradas
tipicamente quando uma translocagdo cromossOmica substitui os éxons
terminais de um gene por €xons intactos de um segundo gene. Isto cria um
gene unico que pode ser transcrito, unido e traduzido para produzir uma
proteina de fus@o funcional. Em modalidades particulares, a proteina de fuséo
¢ uma proteina de fus@o oncogénica, isto é, uma proteina de fusfo envolvida
na oncogénese. Os exemplos de proteinas de fusdo oncogénicas incluem, mas
sem limitagdo, BCR-ABL, DEK-CAN, E2A-PBX1, RARa-PML, IREL-
URG, CBFB8-MYHI11, AML1-MTG8, EWS-FLI, LYT-10-Cal, HRX-ENL,
HRX-AF4, NPM-ALK, IGH-MYC, RUNX1-ETO, TEL-TRKC, TEL-AMLI1,
MLL-AF4, TCR-RBTN2, COL1A1-PDGF, E2A-HLF, PAX3-FKHR, ETV6-
NTRK3, RET-PTC, TMRSS-ERG e TPR-MET.
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O termo "molécula de transdugdo de sinal" ou "transdutor de
sinal" inclui proteinas e outras moléculas que realizam o processo no qual
uma célula converte um sinal extracelular ou estimulos em uma resposta, que
envolvem tipicamente sequéncias ordenadas de reagOes bioquimicas dentro da
célula. Os exemplos de moléculas de transdugdo de sinal incluem, mas sem
limitagdo, receptor tirosina quinases tais como EGFR (por exemplo,
EGFR/HER-1 /ErbB1, HER-2/New/ErbB 2, HER-3/ErbB3, HER-4/ErbB4),
VEGFR-1/FLT-1, VEGFR-2/FLK-1/KDR, VEGFR-3/FLT-4, FLT-3/FLK-2,
PDGFR (por exemplo, PDGFRA, PDGFRB), c-Met, ¢-KIT/SCFR, INSR
(receptor de insulina), IGF-IR, IGF-IIR, IRR (receptor relacionado ao
receptor de insulina), CSF-1R, FGFR1-4, HGFR 1-2, CCK4, TRK A-C,
MET, RON, EPHA 1-8, EPHB 1-6, AXL, MER, TYRO3, TIE 1-2, TEK,
RYK, DDR 1-2, RET, c¢c-ROS, V-caderina, LTK (tirosina quinase de
leucéeito), ALK (quinase do linfoma anaplasico), ROR 1-2, MUSK, AATYK
1-3, RTK 106, e formas truncadas do receptor tirosina quinases tal como
p95ErbB2; receptor ndo tirosina quinases tais como Src, Frk, Btk, Csk, Abl,
Zap70, Fes/Fps, Fak, Jak, Ack, e LIMK; componentes da cascata de
sinalizagdo de tirosina quinase tais como Akt, MAPK/ERK, MEK, RAF,
PLA2, MEKK, JNKK, INK, p38, Shc (p66), PI3K, Ras (por exemplo, K-Ras,
N-Ras, H-Ras), Rho, Racl, Cdc42, PLC, PKC, p70 S6 quinase, p53, ciclina
D1, STATI1, STATS3, PIP2, PIP3, PDK, mTOR, BAD, p21, p27, ROCK, IP3,
TSP-1, NOS, PTEN, RSK 1-3, INK, c-Jun, Rb, CREB, Ki67 e paxilina;
receptores do hormoénio nuclear tais como receptor de estrogénio (ER),
receptor de progesterona (PR), receptor de andréogeno, receptor de
glicocorticéide, receptor de mineralocorticoide, receptor de vitamina A,
receptor de vitamina D, receptor retindide, receptor do hormoénio tiredide e
receptores Orfdos; co-ativadores e repressores do receptor nuclear e

combinag¢des dos mesmos.
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O termo "amostra", da maneira aqui usada, inclui qualquer
espécime biologico obtido de um paciente. As amostras incluem, sem
limitag¢do, sangue total, plasma, soro, fluido do lavado ductal, aspirado de
mama, linfa (por exemplo, células tumorais disseminadas do linfonodo),
aspirado de medula dssea, saliva, urina, excremento (isto €, fezes), escarro,
fluido do lavado brénquico, lagrimas, aspirado por agulha fina (por exemplo,
coletado por aspiragdo por agulha fina periareolar aleatéria), qualquer outro
fluido corporal, uma amostra tecidual (por exemplo, tecido tumoral) tal como
uma bidpsia de um tumor (por exemplo, bidpsia por agulha) ou um linfonodo
(por exemplo, biopsia de linfonodo sentinela), e extratos celulares destes. Em
algumas modalidades, a amostra é sangue total ou um componente fracional
deste, tais como plasma, soro, células vermelhas do sangue, leucécitos tais
como células mononucleares do sangue periférico e/ou células raras
circulantes. Em modalidades particulares, a amostra é obtida isolando
leucocitos ou células circulantes de um tumor sélido a partir do sangue total,
ou uma fragdo celular deste, usando qualquer técnica conhecida na tecnologia.
Em outras modalidades, a amostra é uma amostra de tecido tumoral inserido
em parafina e fixo com formalina (FFPE), por exemplo, de um tumor sélido.

Da maneira aqui usada, o termo "células circulantes" compreende
células extratumorais que realizaram tanto metastase quanto micrometastase a
partir de um tumor so6lido. Exemplos de células circulantes incluem, mas sem
limita¢do, células tumorais circulantes, células tronco cancerosas e/ou células que
sdo migratérias para o tumor (por exemplo, células progenitoras endoteliais
circulantes, células endoteliais circulantes, células mieldides pro-angiogénicas
circulantes, células dendriticas circulantes, etc.).

Uma "biopsia" refere-se ao processo de remover uma amostra
tecidual para avaliacdo de diagndstico ou prognoéstico, e ao proprio espécime
tecidual. Qualquer técnica de bidpsia conhecida na tecnologia pode ser

aplicada—aos métodos_e composicdes da presente invengdo. A técnica de
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bidpsia aplicada dependera em geral do tipo de tecido avaliado e o do
tamanho e tipo do tumor (isto é, solidos ou suspensos (isto €, sangue ou
ascite)), entre outros fatores. As técnicas representativas de bidpsia incluem
bidpsia excisional, bidpsia incisional, bidpsia por agulha (por exemplo,
bidpsia do coragdo por agulha, bidpsia por aspiragdo com agulha fina, etc.),
bidpsia cirirgica e bidpsia da medula dssea. As técnicas de bidpsia sdo
discutidas, por exemplo, em Harrison 's Principles of Internal Medicine,
Kasper, et al., eds., 16® ed., 2005, capitulo 70, e em toda a parte V. Os
versados na técnica entenderdo que técnicas de bidpsia podem ser realizadas
para identificar células cancerosas e/ou pré-cancerosas em uma dada amostra
tecidual.

O termo "sujeito", ou "paciente", ou "individuo", inclui
tipicamente humanos, mas também pode incluir outros animais tais como, por
exemplo, outros primatas, roedores, caninos, felinos, equinos, ovinos,
porcinos e similares.

Um "arranjo" ou "microarranjo" compreende um conjunto
distinto e/ou diluicdo em série de anticorpos de captura imobilizados ou
mantidos em um suporte sélido tal como, por exemplo, vidro (por exemplo,
uma ldmina de vidro), plastico, chipes, pinos, filtros, contas (por exemplo,
contas magnéticas, contas de poliestireno, etc.), papel, membrana (por
exemplo, ndilon, nitrocelulose, fluoreto de polivinilideno (PVDF), etc.),
feixes de fibras, ou qualquer outro substrato adequado. Os anticorpos de
captura sdo em geral imobilizados ou mantidos no suporte sélido por meio de
interagOes covalentes ou ndo covalentes (por exemplo, ligagdes idnicas,
intera¢Bes hidrofobicas, ligagdes de hidrogénio, forgas de Van der Waals,
ligagdes dipolo-dipolo). Em certos exemplos, os anticorpos de captura
compreendem rétulos de captura que interagem com agentes de captura
ligados no suporte so6lido. Os arranjos usados nos ensaios da presente

invencdo-compreendem tipicamente uma pluralidade de diferentes anticorpos
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de captura e/ou concentragdes de anticorpo de captura que sdo acoplados na
superficie de um suporte sélido em diferentes locais conhecidos/enderecaveis.

Pretende-se que o termo "anticorpo de captura" inclua um
anticorpo imobilizado que é especifico para (isto €, liga-se, € ligado por, ou
forma um complexo com) um ou mais analitos de interesse em uma amostra,
tal como um extrato celular de leucocitos ou células raras circulantes. Em
modalidades preferidas, o anticorpo de captura é mantido em um suporte
sélido em um arranjo. Os anticorpos de captura adequados para imobilizar
qualquer de uma variedade de proteinas de fusdo oncogénicas, ou moléculas
de transdu¢do de sinal, em um suporte sélido sdo disponiveis a partir da
Upstate (Temecula, CA), Biosource (Camarillo, CA), Cell Signaling
Technologies (Danvers, MA), R&D Systems (Minneapolis, MN), Lab Vision
(Fremont, CA), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA), Sigma (St.
Louis, MO), e BD Biosciences (San Jose, CA).

O termo "anticorpo de detecgdo"”, da maneira aqui usada, inclui
um anticorpo compreendendo uma marca detectavel que € especifica para
(isto é, liga-se, é ligado por, ou forma um complexo com) um ou mais analitos
de interesse em uma amostra. O termo também inclui um anticorpo que €
especifico para um ou mais analitos de interesse, em que o anticorpo pode ser
ligado por uma outra espécie que compreende uma marca detectavel.
Exemplos de marcas detectaveis incluem, mas sem limitagdo, marcas de
biotina/estreptavidina, marcas de 4acido nucleico (por exemplo,
oligonucleotideo), marcas quimicamente reativas, marcas fluorescentes,
marcas enzimaticas, marcas radioativas e combinagdes destas. Os anticorpos
de detecgdo adequados para detectar o estado de ativagdo e/ou quantidade
total de qualquer de uma variedade de proteinas de fusfo oncogénicas, ou
moléculas de transdugdo de sinal, sdo disponiveis a partir de Upstate
(Temecula, CA), Biosource (Camarillo, CA), Cell Signaling Technologies
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CA), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA), Sigma (St. Louis, MO), e
BD Biosciences (San Jose, CA). Como um exemplo ndo limitante, os
anticorpos fosfo-especificos contra varias formas fosforiladas de moléculas de
transducdo de sinal, tais como EGFR, c-KIT, c-Src, FLK-1, PDGFRA,
PDGFRB, Akt, MAPK, PTEN, Raf, e MEK, sfo disponiveis a partir de Santa
Cruz Biotechnology.

O termo "anticorpo dependente do estado de ativacdo" inclui
um anticorpo de detecg¢do que € especifico para (isto &, liga-se, € ligado por,
ou forma um complexo com) um estado de ativagdo particular de um ou mais
analitos de interesse em uma amostra. Em modalidades preferidas, o anticorpo
dependente do estado de ativagdo detecta a fosforilag@o, ubiquitinagdo, e/ou
estado de complexacdo de um ou mais analitos, tal como uma ou mais
proteinas de fusdo oncogénicas ou moléculas de transdugdo de sinal. Em
algumas modalidades, a fosforilagdo do dominio ABL quinase da proteina de
fus@o BCR-ABL ¢ detectada usando um anticorpo dependente do estado de
ativagdo. Em outras modalidades, a fosforilagdo de elementos da familia
EGFR do receptor tirosina quinases, e/ou a formag¢do de complexos
heterodiméricos entre os elementos da familia EGFR ¢ detectada usando os
anticorpos dependentes do estado de ativagao.

Os exemplos ndo limitantes de estados de ativa¢do de
proteinas de fusdo oncogénicas que sdo adequados para detec¢do com
anticorpos dependentes do estado de ativagdo incluem formas fosforiladas de
BCR-ABL, DEK-CAN, E2A-PBX1, RARo-PML, IREL-URG, CBF/5-
MYHI11, AML1 -MTG8, EWS-FLI, LYT-10-Cald, HRX-ENL, HRX-AF4,
NPM-ALK, IGH-MYC, RUNXI1-ETO, TEL-TRKC, TEL- AMLI1, MLL-
AF4, TCR-RBTN2, COL1A1-PDGF, E2A-HLF, PAX3-FKHR, ETV6-
NTRK3, RET-PTC, TMRSS-ERG e TPR-MET. Os exemplos de estados de

ativagdo (listados entre parénteses) de moléculas de transdugéo de sinal que
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ativagdo incluem, mas sem limitacdo, EGFR (EGFRVIII, fosforilado (p-)
EGFR, EGFR: Shc, ubiquitinado (u-) EGFR, p-EGFRvVIII); ErbB2 (p95
truncado (Tr)-ErbB2, p-ErbB2, p95:Tr-p-ErbB2, HER-2:Shc, ErbB2:PI3K,
ErbB2:EGFR, ErbB2:ErbB3, ErbB2:ErbB4); ErbB3 (p-ErbB3, ErbB3:PI3K,
p-ErbB3:PI3K, ErbB3:Shc); ErbB4 (p-ErbB4, ErbB4:Shc); c-Met (complexo
p-c-Met ou c-Met/HGF), ER (p-ER (S118, S167); IGF-1R (p-IGF-1R, IGF-
1R:IRS, IRS:PI3K, p-IRS, IGF-1R:PI3K); INSR (p-INSR); KIT (p-KIT);
FLT3 (p-FLT3); HGFRI (p-HGFRI); HGFR2 (p-HGFR2); RET (p-RET);
PDGFRa (p-PDGFRa); PDGFRP (p-PDGFRP); VEGFRI (p-VEGFRI,
VEGFRLPLCg, VEGFRI:Src); VEGFR2 (p-VEGFR2, VEGFR2:PLCy,
VEGFR2:Src, VEGFR2: sulfato de heparina, VEGFR2:VE-caderina);
VEGFR3 (p-VEGFR3); FGFR1 (p-FGFR1); FGFR2 (p-FGFR2); FGFR3 (p-
FGFR3); FGFR4 (p-FGFR4); Tiel (p-Tiel); Tie2 (p-Tie2); EphA (p-EphA);
EphB (p-EphB); NFKB e/ou IKB (p-IK (S32), p-NFKB (S536), p-P65:1KBa);
Akt (p-Akt (T308, S473)); PTEN (p-PTEN); Bad (p-Bad (SI 12, S136), Bad:
14-3-3); mTor (p-mTor (S2448)); p70S6K (p-p70S6K (T229, T389)); Mek
(p-Mek (S217, S221)); Erk (p-Erk (T202, Y204)); Rsk-1 (p-Rsk-1 (T357,
S363)); Jnk (p-Jnk (T183, Y185)); P38 (p-P38 (T180, Y182)); Stat3 (p-Stat-3
(Y705, S727)); Fak (p-Fak (Y576)); Rb (p-Rb (5249, T252, S780)); Ki67;
p53 (p-p53 (8392, S20)); CREB (p-CREB (SI 33)); c-Jun (p-c-Jun (S63));
cSrc (p-cSrc (Y416)); e paxilina (p-paxilina (Y118)).

O termo "anticorpo independente do estado de ativagdo" inclui
um anticorpo de detecg@o que € especifico para (isto é, liga-se, € ligado por,
ou forma um complexo com) um ou mais analitos de intéresse em uma
amostra, independente de seu estado de ativagdo. Por exemplo, o anticorpo
independente do estado de ativag@o pode detectar tanto as formas fosforiladas
quanto ndo fosforiladas de um ou mais analitos, tal como uma ou mais

proteinas de fusfo oncogénicas ou moléculas de transdugdo de sinal.
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O termo "4cido nucleico” ou "polinucleotideo" inclui
desoxirribonucleotideos ou ribonucleotideos, e polimeros destes, tanto na
forma de fita simples quanto fita dupla tal como, por exemplo, DNA e RNA.
Os acidos nucleicos incluem 4cidos nucleicos que contém andlogos de
nucleotideo conhecidos, ou residuos ou ligagdes de parte principal
modificados, que sdo sintéticos, de ocorréncia natural e de ocorréncia ndo
natural, e que apresentam propriedades de ligacdo similares com o acido
nucleico de referéncia. Os exemplos de tais andlogos incluem, sem limitag3o,
fosforotioatos, fosforamidatos, metil fosfonatos, quiral-metil fosfonatos, 2'-O-
metil ribonucleotideos e acidos nucleicos peptidicos (PNAs). A menos que
especificamente limitado, o termo inclui &cidos nucleicos que contém
analogos conhecidos de nucleotideos naturais que apresentam propriedades de
ligacdo similares com o acido nucleico de referéncia. A menos que de outra
forma indicada, uma sequéncia particular de 4cido nucleico também inclui, de
maneira implicita, variantes conservativamente modificados deste e
sequéncias complementares, bem como a sequéncia explicitamente indicada.

O termo "oligonucleotideo" refere-se a um oligdbmero de fita
simples ou polimero de RNA, DNA, hibrido RNA/DNA e/ou um mimético
destes. Em certos exemplos, os oligonucleotideos s@o compostos de bases
nitrogenadas de ocorréncia natural (isto é, ndo modificadas), aglcares e
liga¢des entre os nucleosideos (parte principal). Em certos outros exemplos,
os oligonucleotideos compreendem bases nitrogenadas modificadas, agtcares
e/ou liga¢des entre nucleosideos.

Da maneira aqui usada, o termo "motivo de pareamento
imperfeito" ou "regido de pareamento imperfeito" refere-se a uma porcdo de um
oligonucleotideo que ndo apresenta 100 % de complementaridade com sua

sequéncia complementar. Um oligonucleotideo pode apresentar pelo menos uma,

duas, trés, quatro, cinco, seis, ou mais regides de pareamento imperfeito. As
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por1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, ou mais nucleotideos. Os motivos ou regides
de pareamento imperfeito podem compreender um nucleotideo tinico ou podem
compreender dois, trés, quatro, cinco, ou mais nucleotideos.

A frase "condigbes de hibridizagdo restritiva" refere-se as
condi¢Bes nas quais um oligonucleotideo hibridizara em sua sequéncia
complementar, mas ndo em outras sequéncias. As condigdes restritivas sdo
dependentes de sequéncia e serdo diferentes em diferentes circunstancias. As
sequéncias mais longas hibridizam especificamente em temperaturas mais
elevadas. Um roteiro extensivo para a hibridizacdo de acidos nucleicos €
encontrado em Tijssen, Techniques in Biochemistry and Molecular Biology-
Hybridization with Nucleic Probes, "Overview of principles of hybridization
and the strategy of nucleic acid assays" (1993). Em geral, seleciona-se as
condi¢des restritivas para ficarem cerca de 5-10 °C menores que o ponto de
fusdo térmico (T,,) para a sequéncia especifica em um pH de concentragdo
ionica definida. T, é a temperatura (em concentragdo ionica definida, pH e
concentracdo de 4cido nucleico) na qual 50 % das sondas complementares ao
alvo hibridizam na sequéncia alvo em equilibrio (como as sequéncias alvo
estdo presentes em excesso, em Ty, 50 % das sondas sdo ocupadas em
equilibrio). As condigdes restritivas também podem ser atingidas com a
adicdo de agentes desestabilizantes tal como formamida. Para hibridiza¢do
seletiva ou especifica, um sinal positivo apresenta pelo menos duas vezes a
hibridiza¢do do tipo background, preferivelmente 10 vezes a hibridizagdo do
tipo background.

Os termos ‘"substancialmente idéntica" ou "identidade
substancial", no contexto de dois ou mais acidos nucleicos, referem-se a duas
ou mais sequéncias ou subsequéncias que sdo as mesmas, ou apresentam um

percentual especifico de nucleotideos que sdo os mesmos (isto €, pelo menos

cerca de 60 %, preferivelmente pelo menos cerca de 65 %, 70 %, 75 %, 80 %,
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comparados e alinhados para correspondéncia maxima com uma janela de
compara¢do, ou regido determinada, medida usando um algoritmo de
sequéncia comparagdo ou por alinhamento manual e inspe¢do visual. Esta
defini¢do, quando indicada pelo contexto, também refere-se analogamente ao
complemento de uma sequéncia. Preferivelmente, a identidade substancial
existe em uma regido que apresenta pelo menos cerca de 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45, 50, 75, ou 100 nucleotideos em tamanho.

O termo "inibidor de tirosina quinase" inclui qualquer de uma
variedade de agentes terapéuticos ou medicamentos, que agem como
inibidores seletivos ou nfo seletivos de receptor e/ou ndo receptor de tirosina
quinases. Sem ficar preso a nenhuma teoria em particular, os inibidores de
tirosina quinase inibem em geral o alvo de tirosina quinases se ligando no
sitio de ligagdo de ATP da enzima. Exemplos de inibidores de tirosina
quinase incluem, mas sem limitagdo, imatinib (Gleevec®; STIS71), nilotinib
(Tasigna®), dasatinib (Sprycel®), bosutinib (SKI-606), gefitinib (Iressa®),
sunitinib (Sutent®; SU11248), erlotinib (Tarceva®; OSI-1774), lapatinib
(GW572016; GW2016), canertinib (CI 1033), semaxinib (SU5416), vatalanib
(PTK787/ZK222584), sorafenib (BAY 43-9006), leflunomida (SU101),
vandetanib (Zactima™; ZD6474), derivados destes, analogos destes e
combinagdes dos mesmos. Os inibidores adicionais de tirosina quinase
adequados para uso na presente invengdo sdo descritos em, por exemplo,
patentes U.S. 5.618.829, 5.639.757, 5.728.868, 5.804.396, 6.100.254,
6.127.374, 6.245.759, 6.306.874, 6.313.138, 6.316.444, 6.329.380, 6.344.459,
6.420.382, 6.479.512, 6.498.165, 6.544.988, 6.562.818, 6.586.423, 6.586.424,
6.740.665, 6.794.393, 6.875.767, 6.927.293 e 6.958.340. Os versados na
técnica conhecerdo outros inibidores de tirosina quinase adequados para uso

na presente invengdo. Em certos exemplos, o inibidor de tirosina quinase é

administrado em uma forma farmaceuticamente aceitavel incluindo, sem
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aluminio, célcio, litio, magnésio, potassio, sédio ou zinco; um sal de amonio
tal como uma amina terciaria ou sal de amoénio quaterndrio, € um sal 4cido tal
como um sal de succinato, tartarato, bitartarato, dicloridrato, salicilato,
hemisuccinato, citrato, isocitrato, malato, maleato, mesilato, cloridrato,
hidrobrometo, fosfato, acetato, carbamato, sulfato, nitrato, formato, lactato,
gluconato, glucuronato, piruvato, oxalacetato, fumarato, propionato,
aspartato, glutamato ou benzoato.

O termo "incubar" é usado como sinénimo de "colocar em
contato" e "expor" e ndo implica qualquer periodo especifico ou exigéncias de
temperatura, a menos que de outra forma indicada.

Os termos 'resposta citogenética completa", "remissdo
citogenética completa", "CCyR" e "CCgR" incluem os critérios clinicamente
aceitos, definidos para estar na auséncia de células positivas para cromossomo
Filadélfia em metafase, entre uma populacdo de pelo menos 20 células em
metafase, da maneira determinada por bandeamento cromossémico de células
isoladas de medula 6ssea. Em certos exemplos, quando a metafase de células
isoladas da medula 6ssea nfo pode ser obtida ou avaliada por bandeamento
cromossdmico, o termo pode ser definido como a presenca de < 1 % de
nicleos positivos para BCR-ABL, a partir daqueles de pelo menos 200
nucleos classificados da maneira determinada por hibridizacdo in situ
fluorescente de interfase (FISH) de células do sangue. O FISH em interfase
pode ser realizado, por exemplo, com extra-sinal BCR-ABL, dupla cor, dupla
fusfo, ou sondas de hibridizag¢do in situ. Para descri¢des adicionais destes
termos, ver, por exemplo, O'Brien et al., N. Engl. J. Med., 348:994-1004
(2003); Hughes et al., N. Eng.U. Med., 349: 1423-1432 (2003); e Bacarani et
al., J. Clin. Oncol, 27:6041-6051 (2009).

Uma "resposta molecular principal”, "remissdo molecular

principal" ou "MMR" é atingida quando o nivel de uma proteina de fusdo
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com rela¢do a um ou mais niveis de proteina controle, tal como BCR e/ou
ABL de tamanho total de tamanho total. Em certas modalidades, uma resposta
molecular principal é atingida quando a razdo de niveis de proteina de fusdo
oncogénica (por exemplo, niveis de BCR-ABL) para niveis de proteina
controle (por exemplo, niveis de BCR ou ABL), durante a terapia com
medicamento anti-cAncer (por exemplo, inibidor de tirosina quinase), ¢
reduzida em pelo menos cerca de 2-3 logs com relag@o a razdo das mesmas
proteinas antes da terapia com medicamento anti-cancer. Ao contrario das
defini¢des de resposta molecular principal que dependem da detecgdo de
niveis transcritos de RNAm, os ensaios de deteccdo de proximidade dupla a
base de anticorpo da presente inveng@o fornecem vantajosamente a
capacidade de detectar uma célula cancerosa (por exemplo, CML) no meio de
cerca de 100.000 células de um doador saudavel, possibilitando por meio
disso a determina¢do de uma resposta molecular principal medindo e
comparando os niveis protéicos de BCR-ABL, BCR, e/ou ABL. Em outras
modalidades, uma resposta molecular principal € uma classificagdo clinica,
definida como uma redugéo de pelo menos 3-logs abaixo de um valor de linha
de base padronizado em uma escala logaritmica (base 10), na razdo de
transcritos de RNAm de BCR-ABL tanto para transcritos de RNAm de ABL
quanto de BCR, expressa como um percentual dos niveis dos transcritos de
RNAm de ABL ou BCR. Em certos exemplos, o nivel de transcritos de
RNAm ¢ determinado usando métodos de RT-PCR quantitativa em tempo
real (PCRq). Em modalidades adicionais, uma resposta molecular principal é
a condi¢do quando a raz&o de BCR-ABL para transcritos de RNAm de ABL,
BCR ou controle é determinada por PCR(q para ser um valor definido como <
0,1 % na escala internacional (IS). A IS € ancorada na escala de redugdo de
perfil estabelecida pelos laboratérios participantes no International

Randomized Study of Interferon versus STI571 (IRIS) clinical study. Ver, por
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al., Sangue, 108:28-37 (2006), Brand et al., Sangue, 112:3330-3338 (2008); e
Baccarani et al., J. Clin. Oncol, 27:6041-6051 (2009).

Uma '"resposta molecular completa", "remissdo molecular
completa" ou "CMR" € atingida quando o nivel de uma proteina de fusdo
oncogénica, tal como BCR-ABL, diminui em pelo menos cerca de 3-4 logs
com relagdo a um ou mais niveis de proteina controle, tais como BCR e/ou
ABL de tamanho total de tamanho total. Em certas modalidades, uma resposta
molecular completa é atingida quando a razdo de niveis de proteina de fusdo
oncogénica (por exemplo, niveis de BCR-ABL) para os niveis de proteina
controle (por exemplo, niveis de BCR ou ABL), durante medicamento anti-
cancer terapia, é reduzida em pelo menos cerca de 3-4 logs com relagdo a
razdo das mesmas proteinas antes da terapia com medicamento anti-cancer
(por exemplo, inibidor de tirosina quinase). Ao contrario das defini¢cdes de
resposta molecular completa, que dependem da detecg@o de niveis transcritos
de RNAm, os ensaios de deteccdo de proximidade dupla a base de anticorpo
da presente inven¢do fornecem vantajosamente a capacidade de detectar uma
célula cancerosa (por exemplo, CML) no meio de cerca de 1.000.000 células
de um doador saudavel, possibilitando por meio disso a determinagdo de uma
resposta molecular completa medindo e comparando os niveis proteicos de
BCR-ABL, BCR, e/ou ABL. Em outras modalidades, uma resposta molecular
completa € uma classificagdo clinica na qual os trascritos de RNAm de BCR-
ABL sdo néo detectaveis por PCRq, e/ou PCR em ninho, em pelo menos duas
amostras consecutivas de sangue de qualidade adequada, de maneira a
garantir a capacidade de detectar uma queda de 4,0-4,5-log nos niveis de
RNAm de BCR-ABL. Em certos exemplos, uma resposta molecular completa
pode ser definida como uma reducdo de pelo menos 4,5-logs abaixo de um
valor de linha de base padronizado em uma escala logaritmica na razdo de

BCR-ABL para transcritos de RNAm de ABL, BCR ou controle, expressa
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(2006); Muller et al., Leukemia., 23:1957-1963 (2009); e Baccarani et al., J.
Clin. Oncol., 27:6041-6051 (2009).

O termo "periodo da terapia" inclui qualquer abordagem
terapéutica obtida para aliviar ou prevenir um ou mais sintomas associados a
um cancer, tal como uma malignidade hematoldgica (por exemplo, leucemia,
linfoma, etc.). O termo inclui administrar qualquer composto, medicamento,
procedimento e/ou regime usado para melhorar a satide de um individual com
cincer, e inclui qualquer dos agentes terapéuticos aqui descritos. Os versados
na técnica entenderdo que tanto o periodo da terapia quanto a dose do periodo
da terapia atual podem ser mudados (por exemplo, aumentados ou
diminuidos), com base na expressdo e/ou niveis de ativagdo de uma ou mais
proteinas de fusdo oncogénicas e/ou moléculas de transdugdo de sinal,
determinados usando os métodos da presente invencao.

I11. Descri¢cao das modalidades

A presente invengdo fornece arranjos a base de anticorpo para
detectar o estado de ativagdo, e/ou a quantidade total de uma ou mais
proteinas de fusdo oncogénicas e/ou moléculas de transdugéo de sinal em uma
amostra bioldgica, tal como um extrato ou lisado celular. A presente invengéo
também fornece métodos de usar tais arranjos para facilitar prognostico e
diagnéstico de céancer, a previsdo ou identificagdo de resisténcia ao tratamento
com medicamento, e a determinagdo de terapias personalizadas e alvejadas.
Em modalidades particulares, as composigdes e métodos da presente invengéo
identificam vantajosamente pacientes que sdo resistentes a terapia com um
inibidor de tirosina quinase, tal como imatinib, em virtude das mutac¢des na
proteina quinase alvo (por exemplo, BCR-ABL), ndo adequacdo ao regime
terapéutico, e/ou administracdo de uma dose de medicamento subideal.

Em uma modalidade particular, a presente invengdo fornece

ensaios tais como, por exemplo, imunoensaios, para a detec¢do em tempo real
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BCR-ABL, substratos destes e/ou outras moléculas de transducdo de sinal erh
uma amostra bioldgica, tal como um extrato ou lisado celular. Como tal, a
presente invengdo fornece vantajosamente beneficios aos pacientes com
malignidades hematoldgicas, tal como CML, que recebem uma ou mais
terapias alvejadas, selecionando e monitorando-os em durante todo o periodo
da terapia e avaliando se eles podem ser alterados para uma terapia alvejada
alternativa tal como, por exemplo, nilotinib (Tasigna®), para inibir
eficientemente a molécula alvo (por exemplo, BCR-ABL) com toxicidade
minima.

Em certas modalidades, a presente invengdo fornece um
método com uma faixa de sensibilidade superior para a detecgdo de proteinas
de fuso oncogénicas, tal como BCR-ABL. Os imunoensaios atuais para
detectar proteinas BCR-ABL em extratos celulares podem detectar, em geral,
uma célula leucémica positiva para BCR-ABL em 10-100.000 células
normais, equivalente a uma sensibilidade de detec¢do de 10-0,001 % (ver, por
exemplo, Jilani et al., Leuk. Res., 32:936-943 (2008); Weerkamp et al.,
Leukemia, 23: 1 106-1117 (2009); Raponi et al., Haematologica, 94: 1767-
1770 (2009); e publicagdo de patente U.S. 2006/0172345). Os ensaios de
proximidade aqui descritos exibem vantajosamente maior sensibilidade em
cerca de 1:100.000-10.000.000 células (isto €, uma célula leucémica para
cerca de 100.000-10.000.000 células normais; equivalente a uma
sensibilidade de detec¢do de cerca de 0,001-0,00001 %) ou cerca de
1:1.000.000-10.000.000 células (isto ¢, uma célula leucémica para cerca de

1.000.000-10.000.000 células normais; equivalente a uma sensibilidade de

detecgdo de cerca de 0,0001-0,00001 %) e incluem, por exemplo, cerca de
1:100.000 células, 1:200.000 células, 1:300.000 células, 1:400.000 células,
1:500.000 células, 1:600.000 células, 1:700.000 células, 1:800.000 células,
1:900.000 células, 1:1.000.000 células, 1:2.000.000 células, 1:3.000.000
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1:7.000.000 células, 1:8.000.000 células, 1:9.000.000 células, 1:10.000.000
células, 1:100.000-500.000 células, 1:100.000-1.000.000 células, 1:500.000-
1.000.000 células, 1:100.000-5.000.000 células, 1:500.000-10.000.000
células, 1:2.000.000-10.000.000 células, 1:5.000.000-10.000.000 células,
1:1.000.000-7.500.000 células, 1:1.000.000-5.000.000 células, e quaisquer
outras faixas aqui. A sensibilidade dos métodos aqui descritos pode ser
comparavel ou exceder aquela dos ensaios padrdes de BCR-ABL a base de
4cido nucleico (por exemplo, PCRq ou PCR em ninho), que est4 na faixa de
deteccdio de 1 célula leucémica para 10.000-1.000.000 células normais. Para
descri¢des adicionais da faixa de sensibilidade dos ensaios de BCR-ABL a
base de 4cido nucleico, ver, por exemplo, Press et al., Blood, 107:4250-4256
(2006) e Radish JP, Blood, 114:3376-3381 (2009).

Em modalidades particulares, os ensaios de proximidade a
base de anticorpo da presente invengdo possibilitam vantajosamente um maior
grau de sensibilidade e/ou especificidade na detec¢do da presenga, nivel, e/ou
estado de ativagdo de proteinas de fusdo oncogénicas, tal como BCR-ABL,
comparados aos imunoensaios atuais e ensaios a base de 4cido nucleico para
detectar BCR-ABL, fornecendo por meio disso uma determinagdo mais exata
dos indicadores de resposta, por exemplo, tais como uma resposta
citogenética completa, uma resposta molecular principal, uma resposta
molecular completa e combinagdes destas. Como um exemplo ndo limitante,
os ensaios a base de 4cido nucleico atuais ndo sdo sensiveis o suficiente para
detectar quantidades muito pequenas de transcritos de BCR-ABL em uma
amostra do paciente, de maneira tal que uma determinag¢do de uma resposta
molecular completa, usando ensaios a base de acido nucleico atuais, ndo
signifique necessariamente que o paciente esta curado e ndo apresenta mais a

doenca mediada por BCR-ABL (por exemplo, CML).
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Em um aspecto, a presente invengdo fornece um método para
determinar o nivel ou estado de ativagdo de uma proteina de fuséo
oncogénica, o método compreendendo:

(a) colocar um extrato celular em contato com uma primeira
fragdo de ligagdo especifica para um primeiro dominio de uma primeira
proteina de tamanho total, em condi¢bes adequadas para transformar a
primeira proteina de tamanho total presente no extrato celular em um
complexo que compreende a primeira proteina de tamanho total e a primeira
fracio de ligacdo, em que o primeiro dominio da primeira proteina de
tamanho total nfo apresenta uma proteina de fusdo oncogénica
correspondente, que compreende um segundo dominio diferente da primeira
proteina de tamanho total fundido a um primeiro dominio de uma segunda
proteina de tamanho total diferente;

(b) remover o complexo da etapa (a), a partir do extrato
celular, para formar um extrato celular desprovido da primeira proteina de
tamanho total;

(c) colocar o extrato celular da etapa (b) em contato com uma
segunda frag¢do de liga¢do especifica para o segundo dominio diferente da
primeira proteina de tamanho total, em condi¢des adequadas para transformar
a proteina de fusdo oncogénica presente no extrato celular em um complexo
que compreende a proteina de fusdo oncogénica e a segunda fragdo de
ligagdo; e

(d) determinar o nivel ou estado de ativacdo do complexo da
etapa (c), determinando por meio disso o nivel ou estado de ativagdo da
proteina de fusdo oncogénica.

Em uma modalidade, o extrato celular compreende um extrato

de células isoladas de uma amostra. Em certos exemplos, a amostra €

selecionada a partir de sangue total, soro, plasma, aspirado por agulha fina
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mama, linfa, saliva e combinagdes dos mesmos. Em uma outra modalidade, a
amostra € obtida a partir de um paciente com cancer. Em alguns exemplos, o
cancer pode ser causado pela formagdo de uma proteina de fusdo oncogénica
em virtude de uma translocagdo cromossdmica nas células de cancer.
Exemplos de tais canceres incluem, mas sem limita¢cdo, uma malignidade
hematologica, um sarcoma osteogénico, um sarcoma de tecido mole e
combina¢des dos mesmos. Em modalidades particulares, a malignidade
hematologica é uma leucemia ou linfoma. Em uma modalidade preferida, a
leucemia € leucemia mielogénica créonica (CML). Em uma outra modalidade,
as células isoladas, a partir das quais o extrato ou lisado celular é preparado,
podem compreender células tumorais circulantes, leucécitos, ou combinagdes
dos mesmos. Em certas modalidades, as células isoladas sdo estimuladas in
vitro com fatores de crescimento. Em alguns exemplos, as células isoladas sdo
incubadas com um medicamento anti-cancer antes da estimulagdo com fator
de crescimento. Em outros exemplos, as células isoladas s@o lisadas apds o
estimulo com fator de crescimento para produzir o extrato celular.

Em algumas modalidades, o extrato celular é preparado a
partir de amostras de medula 6ssea ou sangue total coletadas a fresco ou
congeladas. Como um exemplo ndo limitante, uma amostra de sangue total
tratada com anti-coagulantes (por exemplo, EDTA, heparina e/ou &acido-
citrato-dextrose (ACD)) é primeiro separada em uma fragdo de plasma ou
soro e uma frag8o celular. A fracdo celular pode ser processada por lise
hipoténica de células vermelhas do sangue com cloreto de amédnio, e/ou
centrifugacdo por gradiente de densidade Ficoll-HyPaque, para isolar
leucécitos a partir de uma amostra de sangue. As células isoladas, presentes
na fracdo celular, podem ser lisadas para transformar por meio disso as
células isoladas em um extrato celular por qualquer técnica conhecida na

tecnologia, tais como aquelas descritas em Raponi et al., LeukRes, 32:923-43
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(2008); Weerkamp et al., Leukemia, 23: 1106-1117 (2009) e nas patentes U.S.
6.610.498 e 6.686.165.

Em alguns exemplos, os leucdcitos isolados podem ser
tratados com um ou mais inibidores de protease permeaveis na célula antes da
lise. Os inibidores de protease permedveis na célula incluem, mas sem
limitag#o, flurofosfato de diisopropila (DFP), cloridrato de fluoreto de 4-(2-
aminoetil)benzenossulfonila (AEBSF), fluoreto de fenilmetanossulfonila
(PMSF) e misturas destes. Como um exemplo ndo limitante, os leucocitos
isolados sfo incubados por 10-30 minutos no gelo em um tampéo que contém
AEBSF 20mM e PMSF 1ImM em PBS. As células s3o centrifugadas
delicadamente por 5 minutos, a 520g, a 4 °C, para separar o sobrenadante e os
leucocitos isolados. O tratamento de leucdcitos isolados com inibidores de
protease ¢ descrito, por exemplo, em Weerkamp et al., Leukemia, 23:1106-
1117 (2009).

Em alguns exemplos, os leucdcitos isolados podem ser
incubados por até 30 minutos no gelo, em tampédo de lise RIPA que contém
um ou mais inibidores de protease. O tampdo RIPA compreende ou consiste
essencialmente em Tris HCl 50 mM, pH7,5, NaCl 150 mM, NP40 a1 % e
dodecil sulfato de sédio a 0,1 %. Em outros certos exemplos, o tampdo RIPA
ndo contém desoxicolato de s6dio. Apds incubagdo, a mistura de células é
centrifugada a > 18.000g por 1-10 minutos, a 4 °C, para separar o extrato
celular e os restos celulares. O extrato celular é coletado. Para descrigdes
adicionais dos protocolos de lise celular, ver, por exemplo, Raponi et al.,
Haematologica, 94:1767-1770 (2009); Weerkamp et al., Leukemia, 23: 1106-
1117 (2009); e publicagdo de patente U.S. US 2006/0172345.

Em algumas modalidades, o plasma € preparado a partir de
amostras de sangue periférico total fresco coletado e tratado com um ou mais

anti-coagulantes (por exemplo, EDTA, heparina ou ACD), tal como descrito
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limitante, as amostras de sangue podem ser separadas em uma fracdo de
plasma ou soro, e uma fragdo celular. O plasma pode ser armazenado a -70-80
°C até ser ensaiado, ou ensaiado em 96 horas de coleta de amostra de sangue.

Em certas modalidades, a proteina de fusfo oncogénica €
selecionada do grupo que consiste em BCR-ABL, DEK-CAN, E2A-PBX1,
RARa-PML, IREL-URG, CBFB3-MYHI11, AML1-MTGS8, EWS-FLI, LYT-
10-Cal, HRX-ENL, HRX-AF4, NPM-ALK, IGH-MYC, RUNX1-ETO, TEL-
TRKC, TEL-AML1, MLL-AF4, TCR-RBTN2, COL1A1-PDGF, E2A-HLF,
PAX3-FKHR, ETV6-NTRK3, RET-PTC, TMRSS-ERG, TPR-MET e
combinag¢des dos mesmos. Em modalidades particulares, a proteina de fusio
oncogénica é BCR-ABL. Em certos exemplos, a primeira proteina de
tamanho total é BCR, o primeiro dominio da primeira proteina de tamanho
total compreende a regido carboxil terminal de BCR (BCR-C), e o segundo
dominio diferente da primeira proteina de tamanho total compreende a regido
amino terminal de BCR (BCR-N). Em outros certos exemplos, a segunda
proteina de tamanho total diferente € ABL, o primeiro dominio da segunda
proteina de tamanho total diferente compreende a regido carboxil terminal de
ABL (ABL-C), e o segundo dominio diferente da segunda proteina de
tamanho total diferente compreende a regido amino terminal de ABL (ABL-
N). Em uma modalidade alternativa, a primeira proteina de tamanho total ¢
ABL e a segunda proteina de tamanho total diferente ¢ BCR.

Em algumas modalidades, o estado de ativagdo é selecionado
do grupo que consiste em um estado de fosforilagdo, estado de ubiquitinagéo,
estado de complexagdo e combinagbes dos mesmos. Em uma modalidade
preferida, a proteina de fusdo oncogénica ¢ BCR-ABL e o estado de ativagdo
é um estado de fosforilagfo.

Em outras modalidades, os métodos de ensaio da presente

invengdo compreendem determinar adicionalmente o nivel ou estado de
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particulares, a uma ou mais moléculas de transdug@o de sinal compreende um
substrato de BCR-ABL tal como, por exemplo, CRKL, JAK2, STATS, Src,
FAK, c-ABL, ¢-CBL, SHC, SHP-2, VAV, BAP-1 e combinac¢des dos
mesmos.

Em uma modalidade particular, a primeira fracdo de ligacéo
compreende um primeiro anticorpo. Em alguns exemplos, o primeiro
anticorpo € afixado a um suporte sélido. Os exemplos ndo limitantes de
suporte sélidos incluem vidro, plastico, chipes, pinos, filtros, contas, papel,
membrana, feixes de fibras e combina¢des dos mesmos. Em modalidades
preferidas, o primeiro anticorpo é afixado a uma conta (por exemplo, conta
magnética, conta de poliestireno, etc.), e a conta funciona como um rétulo de
diminuig¢do para remover a primeira proteina de tamanho total do extrato
celular.

Em uma outra modalidade particular, a segunda fracdo de
ligagdo compreende um segundo anticorpo. Em alguns exemplos, o primeiro
anticorpo € afixado a um suporte sélido. Os exemplos ndo limitantes de
suporte solidos incluem vidro, plastico, chipes, pinos, filtros, contas, papel,
membrana, feixes de fibras e combina¢des dos mesmos. Em uma modalidade
preferida, o segundo anticorpo ¢ mantido em um suporte sélido, tal como uma
membrana (por exemplo, néilon, nitrocelulose, PVDF, etc.), em um arranjo
direcionavel. Em uma outra modalidade, o segundo anticorpo é afixado a uma
conta (por exemplo, conta magnética, conta de poliestireno, etc.), em que a
conta pode conter opcionalmente um corante tal como um fluoréforo (por
exemplo, uma conta colorida). Em exemplos onde uma pluralidade de contas
é usada, cada conta pode conter um corante selecionado independentemente,
tal como um fluor6foro (por exemplo, um fluoréforo vermelho ou
infravermelho) de diferentes intensidades ou com diferentes espectros de

excitacdo e/ou emissdo.
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Em modalidades preferidas, as etapas (c) e (d) compreendem
um ensaio de detec¢do de proximidade dupla (também conhecido como um
imunoensaio de proximidade colaborativa ("COPIA")), da maneira aqui
descrita. Em outras modalidades, as etapas (c) e (d) compreendem um ensaio
imunoabsorvente ligado e enzima (ELISA), um ensaio de citometria de fluxo,
ou um ensaio de sele¢do de rétulo da maneira aqui descrita.

Em modalidades onde as etapas (c¢) e (d) compreendem um
ensaio de detecgdo de proximidade dupla, a etapa (c) pode compreender
adicionalmente:

(c") colocar o extrato celular da etapa (b) em contato com uma
terceira fra¢do de ligagdo e uma quarta fragdo de ligacdo em condigdes
adequadas para transformar a proteina de fus@o oncogénica, presente no
extrato celular, em um complexo que compreende a proteina de fusdo
oncogénica e as segundas, terceiras e quartas fracdes de ligacéo,

em que a terceira fragdo de ligagdo é marcada com uma fragéo de
facilitagdo e € especifica para (por exemplo, se liga especificamente a) um ou mais
epitopos presente nos seguintes dominios ou sequéncias: (1) o primeiro dominio da
segunda proteina de tamanho total diferente; (ii) o segundo dominio diferente da
primeira proteina de tamanho total; ou (iii) o sitio de fusdo entre o segundo
dominio diferente da primeira proteina de tamanho total e o primeiro dominio da
segunda proteina de tamanho total diferente,

em que a quarta fragdo de ligagéo € marcada com um primeiro
elemento de um par de amplificagdo de sinal, e € especifica para o primeiro
dominio da segunda proteina de tamanho total diferente, e

em que a fragdo de facilitagdo gera um agente de oxidagdo que
canaliza e reage com o primeiro elemento do par de amplificagéo de sinal.

Em modalidades onde as etapas (c) e (d) compreendem um ensaio

de detecgdo de proximidade dupla, a etapa (d) pode compreender adicionalmente:
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(d) incubar o complexo da etapa (c') com um segundo
elemento do par de amplificagdo de sinal para gerar um sinal amplificado, e

(d") detectar o sinal amplificado gerado a partir do primeiro e
segundo elementos do par de amplificag@o de sinal.

Em certas modalidades, o extrato celular da etapa (b) pode ser
colocado em contato com uma diluicdo em série, da segunda fracdo de
ligagdo, para formar uma pluralidade de complexos compreendendo a
proteina de fusfo oncogénica e a segunda fracdo de ligagdo. Em algumas
modalidades, a terceira e quarta fragdes de ligagdo pode compreender os
terceiros e quartos anticorpos, respectivamente. Em alguns exemplos, o
terceiro e quarto anticorpos sdo ambos anticorpos independentes do estado de
ativagdo. Em tais exemplos, o sinal amplificado gerado a partir do primeiro e
segundo elementos do par de amplificag@io de sinal estd correlacionado com a
quantidade total da proteina de fuséio oncogénica. Em outros exemplos, o terceiro
anticorpo é um anticorpo independente do estado de ativagfo e o quarto anticorpo
¢ um anticorpo dependente do estado de ativagdo. Em tais exemplos, o sinal
amplificado gerado a partir do primeiro e segundo elementos do par de
amplificagfo de sinal sdo correlacionados com a quantidade de proteina de fusdo
oncogénica ativada (por exemplo, fosforilada).

Em outras modalidades, a terceira fragdo de ligagdo pode ser
marcada diretamente com a fragdo de facilitagdo. Ainda em outras
modalidades, a quarta fragdo de ligagdo € marcada diretamente com o
primeiro elemento do par de amplificagdo de sinal. Em modalidades
alternativas, a quarta fragfo de ligagdo é marcada com o primeiro elemento do
par de amplificacdo de sinal por meio de ligag@o entre um primeiro elemento
de um par de ligagdo conjugado no segundo anticorpo de detec¢do, e um

segundo elemento do par de ligacdo conjugado no primeiro elemento do par

de amplificagdo de sinal. Nestas modalidades, o primeiro elemento do par de
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Em modalidades adicionais, a fragdo de facilitagdo € glicose
oxidase. Em certos exemplos, a glicose oxidase e a terceira fracdo de ligagdo
sdo conjugadas em uma molécula de dextrano ativada com sulfidrila. Em tais
exemplos, a molécula de dextrano ativada com sulfidrila apresenta um peso
molecular de cerca de 500kDa. Em outros exemplos, o agente de oxidagdo ¢
peroxido de hidrogénio (H,0O,). Em tais exemplos, o primeiro elemento do par
de amplifica¢do de sinal é uma peroxidase tal como, por exemplo, peroxidase
de rabano silvestre (HRP), e/ou o segundo elemento do par de amplificagdo
de sinal é um reagente tiramida tal como, por exemplo, biotina-tiramida. Em
modalidades particulares, o sinal amplificado é gerado por oxidag¢do de
peroxidase da biotina-tiramida para produzir uma tiramida ativada. Em certos
exemplos, a tiramida ativada € detectada diretamente. Em outros certos
exemplos, a tiramida ativada é detectada mediante a adi¢do de um reagente de
deteccdo de sinal. Os exemplos ndo limitantes de reagente de detecg¢do de
sinais incluem um fluoréforo marcado com estreptavidina, € uma combinagdo
de uma peroxidase marcada com estreptavidina e um reagente cromogénico,
tal como, por exemplo, 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB).

Em certas modalidades, os métodos de ensaio da presente
inven¢do compreendem adicionalmente:

(e) colocar o extrato celular em contado com uma quinta
fracdo de ligagdo especifica para um segundo dominio da segunda proteina de
tamanho total diferente, em condi¢Bes adequadas para transformar a segunda
proteina de tamanho total diferente presente no extrato celular em um
complexo que compreende a segunda proteina de tamanho total diferente e a
quinta fragfo de ligagdo, em que o segundo dominio da segunda proteina de
tamanho total diferente nfio estd presente na proteina de fusdo oncogénica; e

(f) remover o complexo da etapa (e), do extrato celular, para

formar um extrato celular desprovido da segunda proteina de tamanho total

h 4
drferente,
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em que etapa (e) é realizada antes, durante, ou apos a etapa (a).

Em uma modalidade particular, a quinta fragdo de ligagdo
compreende um quinto anticorpo. Em alguns exemplos, o quinto anticorpo ¢
afixado a um suporte sélido. Os exemplos ndo limitantes de suporte solidos
incluem vidro, plastico, chipes, pinos, filtros, contas, papel, membrana, feixes
de fibras e combina¢des dos mesmos. Em modalidades preferidas, o quinto
anticorpo € afixado a uma conta (por exemplo, conta magnética, conta de
poliestireno, etc.), e a conta funciona como um rétulo de diminui¢do para
remover a segunda proteina de tamanho total diferente do extrato celular.

Figura 3A ilustra um ensaio de proximidade exemplar (300)
para detectar a presenca (nivel total) e/ou estado de ativagdo (nivel de
fosforilagdo) de uma proteina de fusdo oncogénica, tal como BCR-ABL
(310). A proteina de fusdo oncogénica codificada pelo gene quimérico BCR-
ABL varia em tamanho, dependendo do ponto de quebra no gene BCR. O
gene de fusdo BCR-ABL ¢ gerado pela translocagdo reciproca do gene ABL
localizado no brago longo do cromossomo 9, e o gene BCR localizado no
brago longo do cromossomo 22, resultando no gene de fusdo oncogénica no
cromossomo 22g-, também referido como o cromossomo Filadélfia. Ver, por
exemplo, Kurzock et al., N. Engl. J. Med. 319:990-8 (1988); Rosenberg et al.,
Adv. hn Virus Res. 35:39-81 (1988). Dependendo dos pontos de quebra
cromossdmicos que translocam o gene ABL na terminagdo N do gene BCR,
diferentes tamanhos dos genes de fusdo BCR-ABL séo formados. Determina-
se que os pontos de quebra no gene ABL sejam distribuidos por
aproximadamente 200kb entre éxons 1b e a2, e os pontos de quebra do gene
BCR sejam agrupados nas trés regides; o ponto de quebra maior (M-BCR)
entre os éxons 13-15 (b2-b4); o ponto de quebra menor (m-BCR) entre os
éxons alternativos 1 e 2 (el e e2); e o ponto de quebra micro (mu-BCR) em o

intron 19 (el9). Assim, dependendo do rearranjo do gene BCR-ABL, as
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proteinas exclusivas BCL-ABL séo formadas. Ver, por exemplo, Konopka et
al., Cell 37: 1035-42 (1984); van Dongen, IIM, Leukemia 19:1292-5 (2005).

A proteina p210 BCR-ABL ¢ gerada a partir dos transcritos de
gene b3a2 (el4a2) e/ou b2a2 (el3a2), que sdo detectados em mais de 95 %
dos casos de CML e um subconjunto de ALL. Esta proteina contém 1.790
aminodcidos e é composta de um dominio de oligomerizacdo (OLI) de BCR
na terminagdo N, seguido pelo dominio S/T quinase de BCR, um inserto de
sequéncia de aminoacidos de BCR que ndo estd presente em BCR normal,
seguido pelos dominios SH3, SH2 e Y quinase dominios de ABL, bem como
o dominio de ABL rico em prolina C-terminal. A proteina de fusdo p190
BCR-ABL ¢ codificada pelo transcrito do gene de fusdo ela2, que estd
associado principalmente com ALL positivo para Ph. Os raros casos de CML
sdo em virtude de uma translocagdo do gene BCR-ABL do tipo p190, e
nestes, a doenga tende a apresentar um componente monocitico proeminente,
que se assemelha a leucemia mielomonocitica crénica (CMML). A proteina
p230 BCR-ABL ¢ formada a partir do transcrito de gene el9a2 que esta
associado com CML neutrofilica, CML classica e AML. Ver, por exemplo,
Konopka et al.,, Cell 37: 1035-42 (1984); van Dongen, JJM, Leukemia
19:1292-5 (2005). Os casos excepcionais de CML foram descritos com os
pontos de quebra de BCR fora das trés regides de agrupamento definido, ou
com pontos de quebras ndo usuais em ABL (ver, por exemplo, Melo,
Baillieres Clin. Haematol., 10:203-22 (1997)). O ensaio de proximidade aqui
descrito é capaz de detectar tanto os niveis totais quanto ativados de uma
proteina BCR-ABL codificada por um gene quimérico BCR-ABL, com um
ponto de quebra em qualquer local no gene BCR.

Da maneira representada na figura 3A, a proteina de tamanho
total BCR pode ser primeiro removida de uma amostra do paciente usando um

rotulo de diminuigdo especifico para a regido carboxil terminal de BCR de
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como este é uma conta, na qual um anticorpo especifico para a regifio carboxil
terminal de BCR de tamanho total € afixado (321b). Uma vez que a BCR de
tamanho total € removida da amostra, um anticorpo de captura especifico para
a regifio amino terminal de BCR (BCR-N) ¢ usado para capturar a proteina de
fusdio BCR-ABL. Uma vez que BCR-ABL ¢ capturada por meio de ligagdo
entre BCR-N e o anticorpo de captura especifico para BCR-N, a concentragio
total de BCR-ABL ¢ determinada (340), e a BCR-ABL ativada (350) também
¢ medida. Em algumas modalidades, a fracdo de facilitagdo (por exemplo,
GO) ¢ acoplada a um anticorpo especifico para a regido carboxil terminal de
ABL (ABL-C), e o primeiro elemento do par de amplificagdo de sinal (por
exemplo, HRP) é acoplado a um anticorpo especifico para ABL-C em um
epitopo diferente daquele reconhecido pelo anticorpo acoplado a fra¢do de
facilitagdo. Em certos exemplos, o anticorpo acoplado ao par de amplificagio
de sinal é um anticorpo independente do estado de ativacdo que se liga a
ABL-C, independente de seu estado de ativagdo, e mede por meio disso a
concentra¢do total de BCR-ABL (340). Em outros certos exemplos, o
anticorpo acoplado ao par de amplificagdo de sinal € um anticorpo dependente
do estado de ativacdo que se liga a fosfo-ABL-C (por exemplo, pY245,
pY412), e mede por meio disso a concentragdo de BCR-ABL ativada (350).
Em uma modalidade alternativa, a fragdo de facilitagdo (por exemplo, GO) é
acoplada a um anticorpo especifico para BCR-N em um epitopo diferente
daquele reconhecido pelo anticorpo de captura de BCR-ABL, e o primeiro
elemento do par de amplificagdo de sinal (por exemplo, HRP) ¢ acoplado a
um anticorpo especifico para ABL-C. O anticorpo acoplado ao par de
amplificagdo de sinal pode ser um anticorpo independente do estado de
ativacfio, ou um anticorpo dependente do estado de ativag@o da maneira aqui

descrita.

Em algumas modalidades, a proteina ABL de tamanho total
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paciente antes da captura e detec¢c@o da expressdo e/ou ativagdo de BCR-ABL
usando um roétulo de diminuig¢do especifico para a regido amino terminal de
ABL de tamanho total (330). Um exemplo ndo limitante de um rétulo de
diminui¢do como este ¢ uma conta na qual um anticorpo especifico para a
regido amino terminal de ABL de tamanho total € afixado (321a). Nestas
modalidades, uma vez que BCR-ABL ¢é capturada por meio da ligagdo entre
ABL-C e um anticorpo de captura especifico para ABL-C, a concentracao
total de BCR-ABL ¢ determinada (360), e a BCR-ABL ativada (370) também
¢ medida. Em algumas modalidades, a fragdo de facilitacdo (por exemplo,
GO) ¢é acoplada a um anticorpo especifico para ABL-C em um epitopo
diferente daquele reconhecido pelo anticorpo de captura BCR-ABL, e o
primeiro elemento do para de amplificagcdo de sinal (por exemplo, HRP) ¢
acoplado a um anticorpo especifico para BCR-N. Em certos exemplos, o
anticorpo acoplado a fra¢do de facilitagdo € um anticorpo independente do
estado de ativagdo que se liga a ABL-C,, independente de seu estado de ativagio,
e mede por meio disso a concentragéo total de BCR-ABL (360). Em outros certos
exemplos, o anticorpo acoplado a fragéo de facilitagdo € um anticorpo dependente
do estado de ativagdo que se liga a fosfo-ABL-C (por exemplo, pY245, pY412) e
mede por meio disso a concentragdo da BCR-ABL ativada (370).

Em modalidades onde a fragdo de facilitagdo ¢ GO e o
primeiro elemento do par de amplificagdo de sinal € HRP, a ligagéo tanto do
anticorpo acoplado a GO quanto do anticorpo acoplado a HRP na proteina de
fusdo BCR-ABL traz a fragdo GO em proximidade suficiente com a frag@o
HRP, de maneira tal que um sinal gerado pela fragdo GO (isto é, H,O,) possa
canalizar na fra¢cdo HRP, resultando na geragdo de um sinal detectavel e/ou
amplificavel. Uma vantagem de canalizar por proximidade, da maneira usada

nos métodos aqui descritos, ¢ que um sinal detectdvel simples que estd

correlacionado com os niveis de proteina total ou ativada de BCR-ABL ¢




10

15

20

25

46

de captura, anticorpo acoplado a fracdo de facilitagdo, e anticorpo acoplado ao
par de émpliﬁcagﬁo de sinal), resultando em menor especificidade do ensaio,
menos fundamento e detec¢do simplificada.

Uma modalidade alternativa (400) para detectar a presenca

(nivel total) e/ou estado de ativagdo (nivel de fosforilagdo) de BCR-ABL

- (410) usando anticorpos de ligagdo ¢ mostrada na figura 3B. Novamente, as

contas (421a e/ou 421b) sfo usadas para remover as proteinas BCR e/ou ABL
de tamanho total, por exemplo, por suas terminagfes carboxila e amino,
respectivamente. A seguir, capturando a por¢do N-terminal de BCR-ABL que
usa uma fra¢do de ligac8o especifica imobilizada em um suporte solido, a
concentracdo total de BCR-ABL ¢ determinada (440), e a BCR-ABL ativada
(450) também é medida. A BCR-ABL total (460) e a proteina ativada (470)
também podem ser determinadas capturando ABL-C, tanto usando um
anticorpo de liga¢do para medir os niveis totais de BCR-ABL, quanto usando
um anticorpo especifico para fosforilacdo de ABL para medir os niveis de
BCR-ABL ativada.

Em particular, a figura 3B (440) ilustra que a quantidade total
de BCR-ABL presente em uma amostra bioldgica, tal como soro, pode ser
detectada colocando o analito capturado em contato com (i) um primeiro
anticorpo de detecgfo (isto é, anticorpo de ligagdo), especifico para o sitio ou
ponto de fusdo entre a regifo amino terminal de BCR (BCR-N) e a regifo
carboxil terminal de ABL (ABL-C), e (ii) um segundo anticorpo de detec¢io
especifico para ABL-C. Tanto o primeiro quanto o segundo anticorpo de
detecgdo se liga a BCR-ABL independente de seu estado de ativagdo. O
primeiro anticorpo de detecgdo (isto €, anticorpo de ligag@o) é marcado com
glicose oxidase (GO), e o segundo anticorpo de detec¢do € marcado com

peroxidase de rabano silvestre (HRP). A ligagdo tanto do primeiro quanto do

segundo anticorpo de detecgo na proteina de fusdo BCR-ABL traz a fragdo
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sinal gerado pela fracdo GO (isto €, H;0;) possa canalizar-a fragdo HRP, — — —
- resultando na geragdo um sinal detectavel e/ou amplificavel.
A figura 3B (450) ilustra adicionalmente que a quantidade da
BCR-ABL ativada presente em uma amostra biolégica, tal como soro, pode
5 ser detectada colocando o analito capturado em contato com (i) um primeiro
anticorpo de detecgdo (isto é, anticorpo de ligacdo), especifico para o sitio ou
ponto de fus@o entre BCR-N e ABL-C, e (ii) um segundo anticorpo de
detec¢do especifico para uma forma de BCR-ABL ativada (por exemplo,
fosforilada). O primeiro anticorpo de deteccdo se liga a BCR-ABL,
10  independente de seu estado de ativagdo, enquanto o segundo anticorpo de
detecgdo se liga a um sitio de ativagéo (por exemplo, fosforilagdo) presente no
dominio ABL-C da proteina de fusdo. O primeiro anticorpo de detecgdo (isto
¢, anticorpo de ligagdo) € marcado com glicose oxidase (GO), e o segundo
anticorpo de detec¢do ¢ marcado com peroxidase de rabano silvestre (HRP). A
15  ligag8o tanto do primeiro quanto do segundo anticorpo de detecg¢do com a proteina
de fusdo BCR-ABL traz a fragdo GO em proximidade suficiente com a fragdo
HRP, de maneira tal que um sinal gerado pela fracdo GO (H,O,) possa canalizar
na fragdo HRP, resultando na geracdo um sinal detectavel e/ou amplificavel.

Em modalidades onde as etapas (c) e (d) compreendem um
20 ELISA, o ELISA pode compreender um ELISA em sanduiche. Qualquer par
de anticorpo adequado pode ser usado para a captura e detecgdo de anticorpos
em um ELISA em sanduiche. Os versados na técnica saberdo e entenderdo
como selecionar um par de anticorpo apropriado para o ensaio. Em geral, dois
anticorpos que sfo selecionados se ligam ao alvo de interesse, por exemplo,
25  BCR-ABL, em diferentes epitopos, de maneira tal que a ligagdo do primeiro
anticorpo (captura) ndo interfira com o segundo anticorpo (de detec¢do). Em

modalidades preferidas, o primeiro anticorpo (captura) se liga ao segundo

dominio diferente da primeira proteina de tamanho total (por exemplo, BCR-
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segunda proteina de tamanho total diferente (por exemplo, ABL-C). Em
certas modalidades, o anticorpo de detec¢do serd conjugado a uma enzima,
por exemplo, peroxidase de rabano silvestre (HRP) ou fosfatase alcalina (AP),
para auxiliar na detec¢do do complexo. Em outras modalidades, um anticorpo
secundario conjugado a uma enzima (por exemplo, HRP ou AP), que se liga a
o anticorpo de detecgdo, pode ser usado no ensaio. Em geral, o complexo sera
entdo detectado pelo uso de um substrato luminescente, por exemplo, Ultra
LITE™ (NAG Research Laboratories); SensoLyte® (AnaSpec); substrato de
sensibilidade maxima SuperSignal ELISA Femto (Thermo Scientific);
substrato quimioluminescente SuperSignal ELISA Pico (Thermo Scientific); e
CPSD (fosfato de dissédio  3-(4-metoxispiro{l,2-dioxetano-3,2'-(5'-
cloro)triciclo[3.3.1.13,7]decan}-4-il)fenil; Tropix, Inc). O substrato CPSD
pode ser encontrado em sistemas de detec¢do quimioluminescentes, tal como,
por exemplo, o sistema ELISA-Light™ (Applied Biosystems). Em uma
modalidade preferida, o ELISA em sanduiche de BCR-ABL compreende o
uso de um anticorpo anti-BCR-N como o anticorpo de captura, em que o
anticorpo de captura é mantido em um suporte sélido tal como um pogo de
microplaca, e um anticorpo anti-ABL-C conjugado com HRP como o
anticorpo de detec¢do, em que o anticorpo de detecgdo pode compreender um
anticorpo independente do estado de ativagdo ou um anticorpo dependente do
estado de ativagdo (por exemplo, fosfo-especifico).

A figura 3C ilustra modalidades exemplares de ELISA em
sanduiche (500) para detectar a presenca (nivel total) e/ou estado de ativagéo
(nivel de fosforilagdo) de BCR-ABL (510). As contas (521a e/ou 521b) sédo
usadas para remover a proteina de tamanho total BCR e/ou ABL, por
exemplo, por suas terminagles carboxil e N, respectivamente. A seguir,

usando ELISA e capturando a por¢do da terminacdo N de BCR-ABL que usa

uma fra¢do de ligacdo especifica, a concentracdo total de BCR-ABL ¢
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ABL total (560) e a proteina ativada (570) também podem ser determinadas
capturando ABL-C, e a seguir colocando a proteina BCR-ABL de fusdo
capturada em contato com um anticorpo de detec¢do especifico para BCR-N,
ou um anticorpo de deteccdo especifico para o sitio de fosforilagdo em ABL-
C, respectivamente, usando ELISA.

Em modalidades onde as etapas (c) e (d) compreendem um
ensaio de citometria de fluxo (FCM), o ensaio FCM pode compreender um
ensaio de separacdo de células ativado por fluorescéncia (FACS). A
citometria de fluxo é uma técnica para contar e examinar particulas
microscépicas, tais como células, suspendendo-as em uma corrente de fluido
e passando-as por um aparelho de deteccdo eletrdnica. A citometria de fluxo
permite a andlise multiparamétrica simultinea das caracteristicas fisicas e/ou
quimicas de até milhares de particulas por segundo. Em citometria de fluxo,
um feixe de luz (em geral luz laser) de um comprimento de onda unico €
direcionado para uma corrente focada hidrodinamicamente de fluido.
Inimeros detectores sdo focados no ponto onde a corrente passa por meio do
feixe de luz: um em linha com o feixe de luz (espalhamento para frente ou
FSC) e varios perpendiculares a este (espalhamento lateral (SSC) e um ou
mais detectores fluorescentes). Cada particula suspensa de cerca de 0,2 a
cerca de 150 micrometros que passa por meio do feixe espalha o raio, e os
produtos quimicos fluorescentes encontrados na particula ou afixados a
particula podem ser excitados na emissdo de luz em um comprimento de onda
maior do que aquele da fonte de luz. Esta combinagdo de luz espalhada e
fluorescente ¢ capturada pelos detectores e, analisando flutuagdes na
luminosidade em cada detector (uma para cada pico de emissdo fluorescente),
¢ entdo possivel direcionar vérios tipos de informagdo com relagdo a estrutura

fisica e quimica de cada particula individual. O FSC est4 relacionado com o

volume celular e SSC depende da complexidade interna da particula. Alguns
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espalhamento de luz para a medicdo, enquanto outros citdbmetros de fluxo
formam imagens de cada fluorescéncia de particula individual, luz espalhada
e luz transmitida.

O FACS é um tipo especializado de citometria de fluxo.
Fornece um método para distribuir uma mistura heterogénea de particulas em
dois ou mais recipientes, uma particula por vez, com base no espalhamento de
luz especifica e caracteristicas fluorescentes de cada particula. E um
instrumento cientifico usado, ja que € fornecido rapido, objetivo e quantitativo
que registra sinais de fluorescéncia de particulas individuais, bem como
separagdo fisica de particulas de interesse particular. A suspensdo de particula
¢ mantida no centro de uma a corrente de liquido limitada que flui
rapidamente. O fluxo € arranjado de maneira tal que exista uma grande
separacdo entre as particulas com relagdo ao seu didmetro. Um mecanismo de
vibragdo faz com que a corrente de particulas se rompa em goticulas
individuais. O sistema ¢ ajustado de maneira que exista uma baixa
probabilidade de mais de uma particula por goticula. Logo antes da corrente
se romper em goticulas, o fluxo passa por uma estacdo de medi¢do de
fluorescéncia, onde o cardter fluorescente de interesse de cada particula ¢
medido. Um anel de carga elétrica € colocado apenas no ponto onde a
corrente se rompe em goticulas. Uma carga € colocada no anel com base na
intensidade de fluorescéncia imediatamente antes da medi¢do, e a carga
oposta € capturada na goticula, uma vez que foi rompida da corrente. As
goticulas carregadas entdo ndo conseguem atingir um sistema de deflexdo
eletrostatica que desvia as goticulas em recipiente com base em sua carga. Em
alguns sistemas, a carga é aplicada diretamente na corrente, e a separacdo em
goticulas mantém a carga do mesmo sinal da corrente. A corrente entdo se
torna neutra apés a separagdo das goticulas. Um ensaio FACS pode ser

realizado usando um citdometro de fluxo FACSCalibur, disponivel pela BD

~
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Em certas modalidades, um ensaio FACS ¢é realizado usando
dois anticorpos que se ligam ao alvo de interesse, por exemplo, BCR-ABL,
em diferentes epitopos, de maneira tal que a ligagdo do primeiro anticorpo
(captura) nfo interfira com o segundo anticorpo (de detec¢do). Em
modalidades preferidas, o primeiro anticorpo (captura) se liga ao segundo
dominio diferente da primeira proteina de tamanho total (por exemplo, BCR-
N), e o segundo anticorpo (de detec¢do) se liga a o primeiro dominio da
segunda proteina de tamanho total diferente (por exemplo, ABL-C). Em
certas modalidades, os anticorpos de captura sdo afixados as contas, tais como
contas de poliestireno, e as contas sdo coradas internamente com fluoréforos.
Em algumas modalidades, o anticorpo de deteccdo € conjugado a um
fluoréforo ou uma enzima para auxiliar na detec¢do do complexo. O anticorpo
de detecgdo pode compreender um anticorpo independente do estado de
ativagdo ou um anticorpo dependente do estado de ativagdo (por exemplo,
fosfo-especifico). Em outras modalidades, um fluoréforo, enzima, ou outra
fracdo de detecg¢do que se liga ao anticorpo de detecgdo, pode ser usado no
ensaio. Em geral, o complexo pode entfo ser detectado da maneira descrita
anteriormente.

Em modalidades onde as etapas (c¢) e (d) compreendem um
ensaio de sele¢do de rdtulo, o ensaio de selecdo de rétulo pode compreender
um ensaio Luminex®. Os ensaios Luminex® sfio disponiveis, por exemplo, a
partir da Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA). Em alguns exemplos, o
ensaio de sele¢do de rotulo compreende um formato de ensaio multiplex
Luminex®. Em geral, dois anticorpos que sdo selecionados se ligam ao alvo
de interesse, por exemplo, BCR-ABL, em diferentes epitopos, de maneira tal
que a ligagdo do primeiro anticorpo (captura) ndo interfira com o segundo

anticorpo (de detecg¢do). Em modalidades preferidas, o primeiro anticorpo

(captura) se liga ao segundo dominio diferente da primeira proteina de
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liga ao primeiro dominio da segunda proteina de tamanho total diferente (por
exemplo, ABL-C). Em certas modalidades, os anticorpos de captura sdo
afixados as contas de poliestireno, e as contas s@o coradas internamente com
fluor6foros vermelhos e infravermelhos de intensidades diferentes. Em
algumas modalidades, o anticorpo de detecgdo € conjugado com um
fluoréforo ou uma enzima para auxiliar na detecgdo do complexo. O anticorpo
de detec¢do pode compreender um anticorpo independente do estado de
ativacdo ou um anticorpo dependente do estado de ativagdo (por exemplo,
fosfo-especifico). Em outras modalidades, um fluoréforo, enzima, ou outra
fracdo de detecgdo, que se liga a o anticorpo de deteccéo, pode ser usado no
ensaio. Em geral, o complexo pode entdo ser detectado, por exemplo, pelo uso
de um sistema de detec¢do tal como um sistema de deteccdo Luminex®
100™ ou 200™, em que as contas podem ser lidas em Unico arquivo, por
laser duplo, para classificagio e quantificagdo de cada analito.

A figura 3D ilustra modalidades exemplares de citometria de
fluxo e sele¢do de rétulo (600) para detectar a presenca (nivel total) e/ou
estado de ativagdo (nivel de fosforilagdo) de BCR-ABL (610). As contas
(621a e/ou 621b) sdo usadas para remover as proteinas BCR e/ou ABL de
tamanho total, por exemplo, por suas terminagles carboxil e N,
respectivamente. A seguir, uma conta especifica para capturar a por¢do da
terminacdo N de BCR-ABL que usa uma fragdo de captura especifica, € uma
conta especifica para a terminagdo C de ABL, sdo usadas. A proteina total
(640) é determinada contando moléculas com os dois rétulos especificos ou
contas coloridas. De maneira similar, a quantidade de proteina ativada pode
ser determinada usando uma conta com um anticorpo de captura especifico

para a porgéo fosforilada de ABL e a terminagdo N de BCR-ABL. Contando

estas duas contas coloridas especificas ou rétulos, a quantidade da BCR-ABL

ativada € medida (650). A BCR-ABL total (660) e a proteina ativada (670)
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uma conta de captura especifica, e colocando a proteina de fusdo BCR-ABL
capturada em contato com uma conta especifica para a BCR-N, ou uma conta
especifica para a por¢do fosforilada de ABL. Contando estas duas contas
coloridas especificas ou rotulos, a quantidade de proteina BCR-ABL total
(660) ou ativada (670) é medida.

Os exemplos ndo limitantes de anticorpos adequados para uso nos
métodos para medir niveis de proteina BCR-ABL total e/ou ativada, ilustrados nas
figuras 3A-3D, incluem aqueles apresentados na Tabela 1 a seguir.

Tabela 1. Anticorpos exemplares para os ensaios de BCR-ABL

da presente inveng3o.

Alvo Ab Clone Epitope Fornecedor
Ber AF5129 N-terminal R&D
sc-48422 H-5 N-terminal Santa Cruz
1684 EP535Y C-terminal Epitomics
Abl AF5414 C-terminal R&D
4G10 fosfo-tirosina Millipore
ab62189 pY245 Abcam
PAB0397 pY245 Novus
ab47315 pY412 Abcam
ab55284 pY412 Abcam
NB100-
92665 pY412 Novus

Exemplos adicionais de anticorpos que se ligam tanto a
proteinas de fusdo BCR-ABL especificas de tumor, quanto a proteinas BCR
ou ABL de tamanho total naturais ndo oncogénicas incluem, mas sem
limitac¢do, o anticorpo monoclonal 7C6 especifico do epitopo BCR b2 que
reconhece proteinas b2a2 p210 BCR-ABL, b3a2 p210 BCR-ABL, p160 BCR
e p130 BCR descritas em Dhut et al., Oncogene, 3:561-6 (1988), o anticorpo
8E9 especifico do dominio SH2 que reconhece proteinas ela2 p190 BCR-
ABL, b2a2, b3a2, e pl45 ABL descritas nas patentes U.S. 5.369.008 e
6.610,498, o anticorpo especifico da terminagdo amino de BCR descrito na
patente U.S. 6.107.457, e o anticorpo monoclonal #SC-23 de camundongo
especifico da terminag¢do carboxil de ABL (24-1 1) da Santa Cruz

Biotechnotogy, tnc.(Santa Cruz, CA):
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Os exemplos de anticorpos de ligagdo adequados para a
ligacdo no sitio ou ponto de fusdo da proteina quimérica BCR-ABL incluem,
mas sem limitac¢&o, o anticorpo monoclonal de camundongo #3908 especifico
para a ligagdo de BCR-ABL b2a2 (L99H4), disponivel pela Cell Signaling
Technology, Inc. (Danvers, MA), os anticorpos isolados especificos da
proteina de fusfio p210 BCR-ABL descritos na publicagdo de patente U.S.
20050214301, o anticorpo policlonal BP-2 especifico da ligagdo de BCR-ABL
b3a2 descrito em van Denderen et al., Leukemia, 6:1107-12 (1992), e o anticorpo
monoclonal especifico de ligagdo BCR-ABL ela2 (ER-FP1) descrito em van
Denderen et al., Leukemia, 8:1503-9 (1994). Os anticorpos de ligacdo BCR-ABL
podem ser usados para a deteccdo de proteinas de fusdo BCR-ABL que estdo
associadas, mas sem limita¢8o, com leucemias positivas para Ph.

Em certas modalidades, os mé'todos da presente invencdo
fornecem o preparo do extrato celular a partir de amostras de medula 6ssea
(por exemplo, aspirado de medula oOssea), ou sangue total, coletadas
recentemente ou congeladas, recuperando ou isolando células de interesse tais
como células brancas do sangue (por exemplo, células de leucemia
mielogénica crénica (CML)), por exemplo, usando conta magnética de
captura com anticorpos anti-CD45 e/ou anticorpos anti-CD15, sem nenhuma
etapa de lavagem apds a recuperagéo ou isolamento celular. O extrato celular
assim obtido pode ser analisado com relagéio ao nivel de expressdo e/ou
ativacdo de uma ou mais proteinas de fusdo oncogénicas, tal como BCR-
ABL, substratos destas, vias destas ou combinag¢des destas. Sem ficar preso a
nenhuma teoria em particular, a eliminagdo da necessidade de qualquer das
etapas de lavagem apos o isolamento celular € vantajosa, em decorréncia das
células de interesse que podem ser recuperadas a partir de amostras de sangue
ou medula 6ssea sem alterar a concentracdo intracelular de um medicamento

anti-cancer, tal como um inibidor de tirosina quinase. Da maneira apresentada

| O 5 by | Lhilar—wam—amanhiama
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lavagem, da maneira aqui descrita, é contrario a pratica aceita na técnica de
lavar as células apds o isolamento (por exemplo, células ligadas a conta de
lavagem) e fornece extratos celulares de células recuperadas sem diluigdo
substancial de um medicamento anti-cincer, tal como um inibidor de tirosina
quinase (por exemplo, Gleevec®, Tasigna®, Sprycel®, etc.) dentro das células. -

Em modalidades alternativas, os métodos da presente invengdo
fornecem a detec¢do simultdnea da quantidade total, e/ou estado de ativag@o
de uma proteina de fusdo oncogénica (por exemplo, BCR-ABL), em
combina¢do com uma ou ambas as proteinas de tamanho total naturais que
contém sequéncias ou dominios encontrados na proteina de fusdo oncogénica
(por exemplo, BCR e/ou ABL de tamanho total). Em uma modalidade
particular, o presente método possibilita a detec¢@o e/ou medigdo de ambos os
niveis totais de BCR-ABL, bem como os niveis totais de BCR e/ou ABL de
tamanho total natural em uma amostra bioldgica, tal como uma amostra de
sangue ou aspirado de medula 6ssea. Em certas modalidades, os niveis de
proteina natural (por exemplo, BCR e/ou ABL de tamanho total) sdo
determinados junto com os niveis de proteina de fusdo oncogénica (por
exemplo, BCR-ABL) de uma maneira multiplexada em uma mesma pega.

Nestas modalidades, a proteina de tamanho total natural pode ser isolada

~ vantajosamente junto com a proteina de fusfio oncogénica, de maneira tal que

os niveis destas moléculas sejam determinados na mesma pega.

Da maneira apresentada no exemplo 10 a seguir, estas
modalidades alternativas para os métodos da presente inveng@o podem ser
usadas para detectar e/ou medir os niveis totais de BCR-ABL, bem como os
niveis totais de BCR ou ABL de tamanho total natural, e uma razdo de niveis
totais de BCR-ABL para os niveis de BCR ou ABL de tamanho total natural

podem ser calculados. Em alguns exemplos, a razdo de niveis de BCR-ABL

para os niveis de BCR ou ABL de tamanho total natural é calculada para
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por exemplo, uma resposta molecular principal (MMR), uma resposta
molecular completa (CMR), uma resposta citogenética completa (CCyR), e
combinacdes destas. Em outros exemplos, estas modalidades alternativas para
os métodos da presente invengdo podem ser usadas para monitorar as
mudangas na expressio de BCR-ABL, com relagdo a um controle, tal como
BCR ou ABL de tamanho total natural (por exemplo, calculando uma razdo
dos niveis de BCR-ABL total para os niveis de BCR ou ABL de tamanho
total natural) como uma fungfo de terapia (por exemplo, terapia com inibidor
de tirosina quinase).

Os métodos da presente invengdo sdo usados particularmente
para determinar o estado de ativag@o (por exemplo, fosforilagdo) de uma ou
mais proteinas de fusdo oncogénicas, tal como BCR-ABL, em pacientes em
risco de desenvolver, suspeitos de apresentar, ou diagnosticados com um
cancer, tal como uma malignidade hematolégica (por exemplo, leucemia,
linfoma, etc.). Em certos exemplos, os métodos da presente invengdo
auxiliam, assistem ou facilitam no diagnostico de um céncer em um sujeito,
medindo os niveis de proteina de fusfio oncogénica ativada (por exemplo,
fosforilada) (por exemplo, niveis de BCR-ABL fosfo) para determinar se o
sujeito expressa uma forma ativada da proteina de fusdo oncogénica (por
exemplo, um paciente positivo para BCR-ABL). Em outras modalidades, os
métodos da presente invengdo sdo realizados em um sujeito ja determinado
para expressar uma forma ativada da proteina de fusdo oncogénica para
otimizar a terapia, reduzir a toxicidade, e/ou monitorar a eficiéncia do
tratamento terapéutico. Em um aspecto particular destas modalidades, o nivel
de proteina BCR-ABL ativada pode ser determinado em um paciente positivo
para BCR-ABL, durante o periodo da terapia (por exemplo, enquanto o
paciente estd em terapia com medicamento anti-cancer, tal como Gleevec®,
Tasigna®, Sprycel®, etc.), para otimizar a terapia, reduzir a toxicidade, e/ou

~ . ~
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tanto os niveis de proteina de fusdo oncogénica total quanto ativada (por
exemplo, fosforilada) (por exemplo, BCR-ABL) sdo medidos de acordo com
os ensaios a base de anticorpo da presente invengdo, e uma razdo dos niveis
de proteina de fusdo oncogénica ativada para total (por exemplo, razdo dos
niveis de proteina BCR-ABL fosfo/total) pode ser calculada e usada para
avaliar o periodo da terapia para um sujeito, por exemplo, comparando a
razdo dos niveis de proteina de fusdo oncogénica fosfo/total com uma mesma
razdo calculada para o sujeito em um periodo inicial (por exemplo, em um
periodo inicial, embora em terapia com medicamento anti-cancer ou em um
ponto de tempo antes da terapia com o medicamento anti-cincer). Em certas
modalidades, a razdo dos niveis de proteina de fusdo oncogénica ativada para
total (por exemplo, a razdo dos niveis de proteina BCR-ABL fosfo/total) pode
ser calculada com relagdo aos niveis de uma ou mais proteinas controle tais
como, por exemplo, uma ou ambas as proteinas de tamanho total naturais que
contém sequéncias ou dominios encontrados na proteina de fusdo oncogénica
(por exemplo, BCR e/ou ABL para proteina de fusdo BCR-ABL). Em
modalidades preferidas, o nivel total da proteina controle ndo é afetado ou
substancialmente mudado pela terapia com medicamento anti-céncer.

Os métodos da presente invengdo sdo também particularmente
usados para determinar o estado ativagéo (por exemplo, fosforilagdo) de uma
ou mais moléculas de transducdo de sinal, em uma ou multiplas vias
associadas com uma proteina de fusdo oncogénica, tal como BCR-ABL, em
pacientes em risco de desenvolver, suspeitos de apresentar, ou diagnosticados
com um cincer tal como uma malignidade hematoldégica (por exemplo,
leucemia, linfoma, etc.). As moléculas de transdug@o de sinal exemplares
incluem substratos de BCR-ABL tais como, por exemplo, CRKL, JAK?2,
STATS5, Src, FAK, c-ABL, c-CBL, SHC, SHP-2, VAV, BAP-1 e

combinac¢des dos mesmos. Em certos exemplos, os métodos da presente
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sujeito medindo os niveis de proteina de fusdo oncogénica ativada (por
exemplo, fosforilada) (por exemplo, niveis de BCR-ABL fosfo), € niveis de
molécula de transdugdo de sinal ativada (por exemplo, fosforilada) (por

exemplo, niveis de CRKL fosfo, fosfo-JAK2, fosfo-STATS, etc.), para

~determinar se o sujeito expressa uma forma ativada da proteina de fusfo

oncogénica (por exemplo, um paciente positivo para BCR-ABL) e/ou uma
forma ativada de uma ou mais moléculas de transducdo de sinal na via. Em
outras modalidades, os métodos da presente invengdo séo realizados em um
sujeito ja determinado para expressar uma forma ativada da proteina de fusio
oncogénica para otimizar a terapia, reduzir a toxicidade, e/ou monitorar a
eficiéncia do tratamento terapéutico. Em um aspecto particular destas
modalidades, os niveis de proteina BCR-ABL ativada e um ou mais
componentes da via de transdug@io de sinal (por exemplo, CRKL, JAK2,
STATS, Src, FAK, etc.) podem ser determinados em um paciente positivo
para BCR-ABL, durante o periodo da terapia (por exemplo, enquanto o
paciente estd em terapia com medicamento anti-céncer, tal como Gleevec®,
Tasigna®, Sprycel®, etc.), para otimizar a terapia, reduzir a toxicidade, e/ou
monitorar a eficiéncia do tratamento terapéutico. Em algumas modalidades,
tanto os niveis de proteina de fusdo oncogénica total quanto ativada (por
exemplo, fosforilada) (por exemplo, BCR-ABL) séo medidos de acordo com
os ensaios a base de anticorpo da presente inveng#o, e uma razdo dos niveis
de proteina de fusfo oncogénica ativada para total (por exemplo, razdo de
niveis de proteina BCR-ABL fosfo/total) pode ser calculada (por exemplo,
com relagdo aos niveis de uma ou mais proteinas controle) e usada para
avaliar o periodo da terapia para um sujeito, por exemplo, comparando a
razdo dos niveis de proteina de fusdo oncogénica fosfo/total com uma mesma

razdo, calculada para o sujeito em um estagio inicial (por exemplo, em um

estdgio inicial embora em terapia com medicamento anti-cdncer ou em um
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modalidades, tanto os niveis de componente da via de transdugdo de sinal
total quanto ativado sdo medidos e uma razéo de niveis de componente da via
de transdugdo de sinal total para ativado (por exemplo, razdo de niveis de
proteina CRKL, JAK2, ou STATS5 fosfo/total) pode ser calculada (por
exemplo, com relagdo aos niveis de uma ou mais proteinas controle) e usada
para avaliar o periodo da terapia de um sujeito, por exemplo, comparando a
razdo dos niveis do componente da via de transdugdo de sinal fosfo/total com
uma mesma razdo calculada para o sujeito em um estdgio inicial (por
exemplo, em um estagio inicial embora em terapia com medicamento anti-
cancer terapia, ou em um periodo de tempo antes da terapia com
medicamento anti-cancer). Em certos exemplos, o nivel de expressdo de uma
proteina de fus@o oncogénica (por exemplo, BCR-ABL) pode ser
correlacionado ou relacionado com o nivel de ativagdo (por exemplo,
fosforilagdo) dos componentes de transducdo de sinal a jusante, tal como
CRKL, JAK2, STATS, Src, FAK, etc.

Em um aspecto particular, a presente invencdo fornece um
método para otimizar a terapia, e/ou reduzir a toxicidade em um sujeito com
céncer, e que recebe um periodo de terapia para o tratamento de céncer, o
método compreendendo:

(a) isolar células de céncer apds a administragdo de um
medicamento anti-cAncer (por exemplo, um ou mais inibidores de tirosina
quinase tal como Gleevec®, Tasigna®, Sprycel®, etc.);

(b) lisar as células isoladas para produzir um extrato celular;

(c) medir um nivel de expressdo e/ou ativagdo (por exemplo,
fosforilagdo) de uma proteina de fusdo oncogénica no extrato celular, usando
um ensaio aqui descrito; e

(d) comparar o nivel medido de expressdo e/ou ativagdo da

proteina de fus@o oncogénica com um nivel de expressdo e/ou ativagdo da
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proteina de fusdo oncogénica, medido em um momento anterior, durante o
periodo da terapia; e

(e) determinar uma dose subsequente do periodo da terapia
para o sujeito, ou se um periodo da terapia diferente pode ser administrado ao
sujeito com base na comparagéo da etapa (d).

Em modalidades particulares, tanto o nivel de expressdo
quanto o nivel de ativagio da proteina de fusdo oncogénica sdo medidos no
extrato celular, por exemplo, realizando um dos ensaios de proximidade aqui
descritos. Em certas modalidades preferidas, a proteina de fusdo oncogénica
compreende BCR-ABL. Em outras certas modalidades preferidas, o sujeito
expressa uma forma ativada da proteina de fusdo oncogénica. Em uma
modalidade particularmente preferida, o sujeito € positivo para BCR-ABL
(por exemplo, o sujeito foi determinado como apresentando niveis detectaveis
de fosfo-BCR-ABL antes da administra¢do do medicamento anti-cancer).

Em algumas modalidades, tanto os niveis de proteina de fusfo
oncogénica total quanto ativada (por exemplo, fosforilada) (por exemplo,
BCR-ABL) s3o medidos no extrato celular de acordo com os ensaios a base
de anticorpo da presente invengdo, e uma razdo dos niveis de proteina de
fusdo oncogénica ativada para total (por exemplo, razdo dos niveis de proteina
BCR-ABL fosfo/total) pode ser calculada e usada para avaliar o periodo da
terapia para um sujeito, por exemplo, comparando a razdo dos niveis de
proteina de fusfo oncogénica fosfo/total com uma mesma razdo calculada
para o sujeito em um estagio inicial (por exemplo, em um estagio inicial,
embora em terapia com medicamento anti-cdncer, ou em um periodo de
tempo antes da terapia com medicamento anti-cancer). Da maneira ilustrada
no exemplo 6 a seguir, os niveis da razdo de proteina de fusdo oncogénica

fosfo/total (por exemplo, BCR-ABL) na inibigdo do medicamento anti-cAncer

estdo correlacionados com a inibigdo percentual do sinal de proteina de fusdo
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ABL) em tratamento com medicamento anti-cancer (ver, por exemplo, figuras
14C, 15C, e 16C). Em outras modalidades, a razdo dos niveis de proteina de
fusdo oncogénica ativada para total (por exemplo, razdo dos niveis de proteina
BCR-ABL fosfo/total) pode ser calculada com relagdo aos niveis de uma ou
mais proteinas controle tais como, por exemplo, uma ou ambas as proteinas
de tamanho total naturais que contém sequéncias ou dominios encontrados na
proteina de fusdo oncogénica (por exemplo, BCR e/ou ABL for BCR-ABL).
Em modalidades preferidas, o nivel total da proteina controle ndo ¢ afetado ou
substancialmente mudado pela terapia com medicamento anti-cancer.

Em certos aspectos dos métodos aqui descritos para otimizar a
terapia, menos de cerca de 50 % de inibicdo de ativagdo (por exemplo,
fosforilacdo) dos niveis de proteina de fusdo oncogénica (por exemplo, BCR-
ABL) em um sujeito, indica uma necessidade de aumentar a dose subsequente do
periodo da terapia, ou administrar um periodo da terapia diferente (por exemplo,
mudar o periodo da terapia atual alterando para um medicamento anti-cancer
diferente) a fim de prevenir ou reduzir o risco de reicindéncia de cancer no sujeito.
Como um exemplo ndo limitante, em exemplos onde o sujeito estd em terapia
com Gleevec®, menos de cerca de 50 % de inibiciio do nivel de fosforilagio de
proteina BCR-ABL de fusdo indica uma necessidade de aumentar a dose
subsequente de Gleevec®, ou altera a terapia do supeito para Tasigna®. Em certos
exemplos, menos de cerca de 49 %, 48 %, 47 %, 46 %0, 45 %o, 44 %0, 43 %, 42 Y0,
41 %, 40 %, 35 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, ou 5 % de inibicdo de ativacdo
(por exemplo, fosforilagdo) dos niveis de proteina de fusdo oncogénica (por
exemplo, BCR-ABL) em um sujeito, indica uma necessidade de aumentar a dose
subsequente do periodo da terapia, ou mudar o periodo da terapia atual. Em
algumas modalidades, o percentual de inibig@o de ativag@o dos niveis de proteina

de fusdo oncogénica pode ser determinado calculando uma razéo dos niveis de

proteina de fus@o oncogénica ativada para total (por exemplo, razdo dos niveis de
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mais proteinas controle (por exemplo, BCR e/ou ABL de tamanho total para
BCR-ABL), e comparando a razio dos niveis de proteina de fusdo oncogénica
fosfo/total com uma mesma razdo calculada para o sujeito em um estagio inicial
(por exemplo, em um estagio inicial, embora em terapia com medicamento anti-
cancer, ou em um periodo de tempo antes da terapia com medicamento anti-
cancer). Os versados na técnica conhecerdo doses adequadas mais baixas e mais
altas, nas quais o periodo da terapia atual pode ser ajustado de maneira tal que a
terapia com o medicamento seja otimizada, por exemplo, uma dose subsequente
que é pelo menos cercade 1.5,2,25,3,3,5,4,4,5,5,5,5,6,6,5,7,75,8, 8,5, 9,
9,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 ou 100 vezes maior que a dose atual.

Em outros certos aspectos dos métodos para otimizar a terapia,
menos de cerca de 50 % de inibi¢8o de ativagdo (por exemplo, fosforilagdo)
dos niveis de proteina de fusfo oncogénica (por exemplo, BCR-ABL) em um
sujeito, indica uma falta de cumprimento do sujeito ao periodo da terapia (por
exemplo, o sujeito ndo estd tomando o medicamento anti-cancer regularmente
ou da maneira orientada por um médico), e/ou a existéncia de possiveis
efeitos colaterais ou toxicidade associada com o periodo da terapia. Nestas
modalidades, recomenda-se que o periodo da terapia atual seja monitorado
cuidadosamente (por exemplo, por um médico ou outro profissional de
assisténcia médica) para cumprimento, ou que um periodo da terapia diferente
seja administrado (por exemplo, o periodo da terapia atual ser mudado
alterando para um medicamento anti-cancer diferente) a fim de aumentar o
cumprimento e/ou prevenir ou reduzir o risco de efeitos colaterais. Em certos
exemplos, menos de cerca de 49 %, 48 %, 47 %, 46 %, 45 %, 44 %, 43 %, 42
%, 41 %, 40 %, 35 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, ou 5 % de inibi¢do de
ativag@o de niveis de proteina de fusdo oncogénica em um sujeito, indica uma
falta de cumprimento do sujeito ao periodo da terapia, e/ou a existéncia de

possiveis efeitos colaterais ou toxicidade associada com o periodo da terapia.
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proteina de fusdo oncogénica pode ser determinado calculando uma razdo dos
niveis de proteina de fusdo oncogénica ativada para total (por exemplo, razdo
dos niveis de proteina BCR-ABL fosfo/total), opcionalmente com relagdo aos
niveis de uma ou mais proteinas controle (por exemplo, BCR e/ou ABL de
tamanho total para BCR-ABL), e comparando a razdo dos niveis de proteina
de fusdo oncogénica fosfo/total com uma mesma razdo calculada para o
sujeito em um estagio inicial (por exemplo, em um estdgio inicial, embora em
terapia com medicamento anti-cAncer, ou em um periodo de tempo antes da
terapia com medicamento anti-cancer).

Em aspectos adicionais dos métodos aqui descritos para
otimizar a terapia, mais de cerca de 80 % de inibicdo de ativagdo (por
exemplo, fosforilagdo) dos niveis de proteina de fusdo oncogénica (por
exemplo, BCR-ABL) em um sujeito, indica que o sujeito estd na terapia
correta e com a dose correta. Em certos exemplos, mais de cerca de 81 %, 82
%, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %0, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94
%, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, ou 100 % de inibigdo de ativagio (por
exemplo, fosforilagdo) dos niveis de proteina de fusfo oncogénica (por
exemplo, BCR-ABL) em um sujeito, indica que o sujeito estd na terapia como

o medicamento anti-cAncer correto e¢ na dose correta. Em algumas

~modalidades, o percentual de inibi¢do de ativagdo dos niveis de proteina de

fusdo oncogénica pode ser determinado calculando uma razdo dos niveis de
proteina de fusdo oncogénica ativada para total (por exemplo, razdo dos niveis
de proteina BCR-ABL fosfo/total), opcionalmente com relagdo aos niveis de
uma ou mais proteinas controle (por exemplo, BCR e/ou ABL de tamanho
total para BCR-ABL), e entdo comparando a razdo dos niveis de proteina de
fusdo oncogénica fosfo/total com uma mesma razdo calculada para o sujeito
em um estagio inicial (por exemplo, em um estagio inicial, embora em terapia

com medicamento anti-cdncer, ou em um periodo de tempo antes da terapia
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Em um aspecto relacionado, a presente invengdo fornece um
método para otimizar a terapia, e/ou reduzir a toxicidade em um sujeito com
cincer, e que recebe um periodo de terapia para o tratamento de céncer, o
método compreendendo:

(a) isolar células de cancer ap6s a administragdo de um
medicamento anti-cincer (por exemplo, um ou mais inibidores de tirosina
quinase tal como Gleevec®, Tasigna®, Sprycel®, etc.);

(b) lisar as células isoladas para produzir um extrato celular;

(¢) medir um nivel de expressdo e/ou ativacdo (por exemplo,
fosforilagdo) de uma proteina de fusdo oncogénica, € uma ou mais moléculas
de transdug¢do de sinal em sua via, no extrato celular usando um ensaio aqui
descrito; e

(d) comparar o nivel medido de expressdo e/ou ativagdo da
proteina de fusdo oncogénica, e moléculas de transdugdo de sinal, com um
nivel de expressdo e/ou ativag@o da proteina de fusdo oncogénica, e moléculas
de transdugdo de sinal, medido em um momento inicial durante o periodo da
terapia; e

(e) determinar uma dose subsequente do periodo da terapia
para o sujeito, ou se um periodo da terapia diferente pode ser administrado ao
sujeito com base na comparagdo da etapa (d).

Em modalidades particulares, tanto o nivel de expressdo
quanto o nivel de ativagdo da proteina de fusdo oncogénica e uma ou mais
moléculas de transdu¢do de sinal sdo medidos no extrato celular, por
exemplo, realizando um dos ensaios de proximidade aqui descritos. Em certas
modalidades preferidas, a proteina de fusdo oncogénica compreende BCR-

ABL. Em outras certas modalidades preferidas, as moléculas de transdugéo de

sinal incluem substratos BCR-ABL tais como, por exemplo, CRKL, JAK2,
STAT5, Src, FAK, c¢c-ABL, c¢c-CBL, SHC, SHP-2, VAV, BAP-1 e
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uma forma ativada da proteina de fusdo oncogénica. Em uma modalidade
particularmente preferida, o sujeito € positivo para BCR-ABL (por exemplo, o
sujeito foi determinado como apresentando niveis detectdveis de fosfo-BCR-
ABL antes da administragcdo do medicamento anti-cancer).

Em algumas modalidades, tanto os niveis de proteina de fusio
oncogénica total e ativada (por exemplo, fosforilada) (por exemplo, BCR-
ABL), quanto os niveis de componente da via de transdugdo sinal (por
exemplo, CRKL, JAK2, STATSY), sdo medidos no extrato celular de acordo
com 0s ensaios a base de anticorpo da presente invengdo, e uma razdo dos
niveis de proteina de fusdo oncogénica ativada para total (por exemplo, razédo
dos niveis de proteina BCR-ABL fosfo/total), e uma razdo de niveis de
componente da via de transdugdo de sinal total para ativado (por exemplo,
razdo dos niveis de proteina CRKL, JAK2, ou STATS fosfo/total), podem ser
calculadas e usadas para avaliar o periodo da terapia para um sujeito, por
exemplo, comparando a razdo de proteina de fusdo oncogénica fosfo/total e os
niveis do componente da via de transdugdo de sinal com uma mesma razao,
calculada para o sujeito em um estdgio inicial (por exemplo, em um estagio
inicial, embora em terapia com medicamento anti-cancer, ou em um periodo
de tempo antes da terapia com medicamento anti-cdncer). Em outras
modalidades, a razdo dos niveis de proteina de fus@io oncogénica ativada para
total (por exemplo, razdo dos niveis de proteina BCR-ABL fosfo/total) e a
razdo dos niveis de molécula de transducdo de sinal ativada para total (por
exemplo, razdo dos niveis de proteina CRKL, JAK2, ou STATS5 fosfo/total)
podem ser calculadas com relagdo aos niveis de uma ou mais proteinas
controle tais como, por exemplo, uma ou ambas as proteinas de tamanho total
naturais que contém sequéncias ou dominios encontrados na proteina de fusdo
oncogénica (por exemplo, BCR e/ou ABL para BCR-ABL). Em modalidades

preferidas, o nivel total da proteina controle ndo ¢ afetado ou
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Em certos aspectos dos métodos aqui descritos para otimizar a
terapia, menos de cerca de 50 % de inibi¢do de ativagdo (por exemplo,
fosforilagdo) de um, dois, trés, quatro, cinco, seis, ou mais niveis de proteina
de fusdo oncogénica (por exemplo, BCR-ABL), e/ou niveis de componente da
via de transducdo de sinal (por exemplo, CRKL, JAK2, STATS), em um
sujeito, indica uma necessidade de aumentar a dose subsequente do periodo
da terapia ou de administrar um periodo da terapia diferente (por exemplo,
mudanga no periodo da terapia atual alterando para um medicamento anti-
cancer diferente), a fim de prevenir ou reduzir o risco da recidiva do céncer
no sujeito. Como um exemplo ndo limitante, em exemplos onde o sujeito esta
na terapia com Gleevec®, menos de cerca de 50 % de inibigdo do nivel de
fosforilagdo de proteina BCR-ABL de fusdo, e/ou um componente da via de
transdugdo de sinal, tal como CRKL, JAK2, e/ou STATS, indica uma
necessidade de aumentar a dose subsequente de Gleevec® ou de alterar a
terapia do sujeito para Tasigna®. Em certos exemplos, menos de cerca de 49
%, 48 %, 47 %, 46 %, 45 %, 44 %, 43 %, 42 %, 41 %, 40 %, 35 %, 30 %, 25
%, 20 %), 15 %, 10 %, ou 5 % de inibicdo de ativagdo (por exemplo,
fosforilagdo) de um, dois, trés, quatro, cinco, seis, ou mais niveis de proteina
de fusdo oncogénica (por exemplo, BCR-ABL), e/ou niveis de componente da
via de transducdo de sinal (por exemplo, CRKL, JAK2, STATS), em um
sujeito, indica uma necessidade de aumentar a dose subsequente do periodo
da terapia, ou mudar o periodo da terapia atual. Em alguns exemplos, o
percentual de inibi¢do dos niveis de ativagdo de proteina de fusdo oncogénica
e/ou molécula de transdugdo de sinal pode ser determinado calculando uma
razdo dos niveis de proteina de fus@o oncogénica ativada para total (por

exemplo, razdo dos niveis de proteina BCR-ABL fosfo/total), e/ou uma razéo

de niveis de componente da via de transdugdo de sinal total para ativado (por

exemplo, razdo de niveis de proteina CRKL, JAK2, ou STATS5 fosfo/total),
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exemplo, BCR de tamanho total e ou ABL para BCR-ABL), e comparando a
razdo fosfo/total calculada com uma mesma razdo calculada para o sujeito em
um estagio inicial (por exemplo, em um estagio inicial, embora em terapia
com medicamento anti-cancer, ou em um periodo de tempo antes da terapia
com medicamento anti-cancer). Os versados na técnica conhecerdo doses
maiores € menores doses, nas quais o periodo da terapia atual pode ser
ajustado, de maneira tal que a terapia com o medicamento seja otimizada, por
exemplo, uma dose subsequente que € pelo menos cerca de 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5,
4,45,5,55,6,65,7,7,5,8,8,5,9,9,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 ou
100 vezes maior ou menor que a dose atual.

Em outros certos aspectos dos métodos para otimizar a terapia,
menos de cerca de 50 % de inibi¢do de ativagdo (por exemplo, fosforilagdo)
de um, dois, trés, quatro, cinco, seis, ou mais niveis de proteina de fusdo
oncogénica (por exemplo, BCR-ABL), e/ou niveis de componente da via de
transdugdo de sinal (por exemplo, CRKL, JAK2, STATS), em um sujeito,
indica uma falta de cumprimento do sujeito ao periodo da terapia (por
exemplo, o sujeito ndo estd tomando o medicamento anti-cancer
regularmente, ou da maneira orientada pelo médico), e/ou a existéncia de
possiveis efeitos colaterais ou toxicidade associados com o periodo da terapia.
Nestas modalidades, recomenda-se que o periodo da terapia atual seja
monitorado cuidadosamente (por exemplo, por um médico ou outro
profissional de assisténcia médica) para cumprimento, ou que um periodo da
terapia diferente seja administrado (por exemplo, o periodo da terapia atual
seja mudando alterando para um medicamento anti-cancer diferente), a fim de
aumentar o cumprimento e/ou prevenir ou reduzir o risco de efeitos colaterais.
Em certos exemplos, menos de cerca de 49 %, 48 %, 47 %, 46 %, 45 %, 44
%, 43 %, 42 %, 41 %, 40 %, 35 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, ou 5 % de

inibicdo de ativagdo de um, dois, trés, quatro, cinco, seis, ou mais niveis de
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componente da via de transdugdo de sinal (por exemplo, CRKL, JAK2,
STATS), em um sujeito, indica uma falta de cumprimento do sujeito ao
periodo da terapia e/ou a existéncia de possiveis efeitos colaterais ou
toxicidade associados com o periodo da terapia. Em algumas modalidades, o
percentual de inibi¢do de ativag@o dos niveis de proteina de fusdo oncogénica-
e/ou molécula de transdugdo de sinal pode ser determinado calculando uma
razdo dos niveis de proteina de fusfo oncogénica ativada para total (por
exemplo, razdo dos niveis de proteina BCR-ABL fosfo/total), e/ou uma razdo
de niveis de componente da via de transdugéo de sinal total para ativado (por
exemplo, razdo dos niveis de proteina CRKL, JAK2, ou STATS fosfo/total),
opcionalmente com relag@io aos niveis de uma ou mais proteinas controle (por
exemplo, BCR e/ou ABL de tamanho total para BCR-ABL), e comparando a
razdo de fosfo/total calculada com uma mesma razdo calculada para o sujeito
em um estagio inicial (por exemplo, em um estagio inicial, embora em terapia
com medicamento anti-cAncer, ou em um periodo de tempo antes da terapia
com medicamento anti-cancer).

Em aspectos adicionais dos métodos aqui descritos para
otimizar a terapia, mais de cerca de 80 % de inibi¢do de ativagdo (por

exemplo, fosforilagdo) de um, dois, trés, quatro, cinco, seis, ou mais niveis de

. proteina de fusfio oncogénica (por exemplo, BCR-ABL), e/ou niveis de

componente da via de transducdo de sinal (por exemplo, CRKL, JAK2,
STATS), em um sujeito, indica que o sujeito estd na terapia correta e dose
correta. Em certos exemplos, mais de cerca de 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85
%, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97
%, 98 %, 99 %, ou 100 % de inibi¢do de ativagdo (por exemplo, fosforilagédo)
de um, dois, trés, quatro, cinco, seis, ou mais niveis de proteina de fusdo
oncogénica (por exemplo, BCR-ABL), e/ou niveis de componente da via de

transducdo de sinal (por exemplo, CRKL, JAK2, STATS), em um sujeito,

indica que o Sujeito estd na terapia com medicamento anti=cancer corretoe na



10

15

20

25

69

dose correta. Em algumas modalidades, o percentual de inibig@o dos niveis de
ativagdo de proteina de fusdo oncogénica e/ou molécula de transdugdo de
sinal pode ser determinado calculando uma raz&o dos niveis de proteina de
fusdo oncogénica ativada para total (por exemplo, razdo dos niveis de proteina
BCR-ABL fosfo/total) e/ou uma razio de niveis de componente da via de
transducdo de sinal total para ativado (por exemplo, razio dos niveis de
proteina CRKL, JAK2, ou STATS fosfo/total), opcionalmente com relagdo
aos niveis de uma ou mais proteinas controle (por exemplo, BCR e/ou ABL
de tamanho total para BCR-ABL), e entdo comparando a razdo fosfo/total
calculada com uma mesma razdo calculada para o sujeito em um estagio
inicial (por exemplo, em um estdgio inicial, embora em terapia com
medicamento anti-cincer, ou em um periodo de tempo antes da terapia com
medicamento anti-cancer).

Em outros aspectos dos métodos aqui descritos para otimizar a
terapia, a ativagdo de uma via alternativa de transdug@o de sinal indica uma
necessidade de mudar ou ajustar o periodo da terapia atual (por exemplo,
trocar para um medicamento anti-cdncer diferente). Como um exemplo ndo
limitante, em exemplos onde o sujeito estd em terapia com Gleevec®, a
ativagdo (por exemplo, fosforilagdo) de uma via alternativa de transducédo de
sinal, tal como Src, indica uma necessidade de trocar a terapia do sujeito para
Sprycel® ou Tasigna®.

Em um outro aspecto, a presente invengéo fornece um método
para selecionar um medicamento anti-cancer adequado para o tratamento de
um cancer, o método compreendendo:

(a) isolar células de um céancer ap6s a administragdo de um
medicamento anti-cancer, ou antes da incubag¢do com um medicamento anti-
cancer;

(b) lisar as células isoladas para produzir um extrato celular;
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(c) determinar um nivel de expressdo e/ou ativagdo (por
exemplo, fosforilagdo) de uma proteina de fusdo oncogénica no extrato
celular, usando um ensaio aqui descrito; e

(d) determinar se o medicamento anti-cancer ¢ adequado ou
inadequado para o tratamento do cancer, comparando o nivel de expressio
e/ou ativagdo detectado para a proteina de fusdo oncogénica com um perfil de
expressdo e/ou ativagdo de referéncia gerado na auséncia do medicamento
anti-cancer.

Em uma modalidade preferida, o método para selecionar um
medicamento anti-cancer adequado para o tratamento de um céncer
compreende:

(a) isolar células de um cancer apés a administragdo de um
medicamento anti-cincer, ou antes da incuba¢do com um medicamento anti-
cancer;

(b) lisar as células isoladas para produzir um extrato celular;

(c) determinar um nivel de expressdo e/ou ativagdo (por
exemplo, fosforilagdo) de uma proteina de fus@o oncogénica no extrato
celular, usando um ensaio compreendendo uma diluigio em série de
anticorpos de captura especificos para a proteina de fusdo oncogénica, em que
os anticorpos de captura sdo limitados em um suporte sélido;

(d) comparar o nivel de expressdo e/ou ativacdo detectado para
a proteina de fusfo oncogénica com um perfil de expressdo e/ou ativagdo de
referéncia gerado na auséncia do medicamento anti-cincer; e

(e) indicar se o medicamento anti-cancer ¢ adequado para o
tratamento do céncer quando o nivel de expressdo e/ou ativag@o detectado
para a proteina de fusfo oncogénica for alterado (por exemplo,
substancialmente menor), comparado com o perfil de expressdo e/ou ativagdo

de referéncia.
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Em algumas modalidades, os métodos da presente invengdo
podem ser usados para auxiliar ou assistir na selecdo de um medicamento
anti-cAncer adequado para o tratamento de um céncer tal como, por exemplo,
uma malignidade hematolégica. Em outras modalidades, os métodos da

5  presente invengdo podem ser usados para melhorar a sele¢do de um
medicamento anti-cancer adequado para o tratamento de um céncer tal como,
por exemplo, uma malignidade hematolégica. Em certas modalidades, o
método compreende adicionalmente ou alternativamente a etapa de indicar se
o medicamento anti-cancer € inadequado para o tratamento do cancer quando

10 o nivel de expressdo e/ou ativagdo detectado para a proteina de fusfo
oncogénica no for alterado (por exemplo, néo for substancialmente alterado),
comparado com o perfil de expressdo e/ou ativagdo de referéncia. Em
modalidades adicionais, uma ou mais moléculas de transducdo de sinal
presentes no extrato celular sdo detectadas, além de uma ou mais proteinas de

15  fusdo oncogénicas, e o medicamento anti-cancer é determinado para ser
adequado ou inadequado com base neste "perfil molecular".

Ainda em um outro aspecto, a presente invenc¢do fornece um
método para identificar a resposta de um céancer ao tratamento com um
medicamento anti-cancer, o método compreendendo:

20 (a) isolar células de um céncer apds a administragdo de um
medicamento anti-cancer, ou antes da incuba¢do com um medicamento anti-
cancer;

(b) lisar as células isoladas para produzir um extrato celular;

(¢c) determinar um nivel de expressdo e/ou ativagdo (por

25  exemplo, fosforilagdo) de uma proteina de fusdo oncogénica no extrato
celular, usando um ensaio aqui descrito; e

(d) identificar o cancer como responsivo ou ndo responsivo ao
tratamento com o medicamento anti-cancer, comparando o nivel de expressao

z ~ A
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expressdo e/ou ativagdo de referéncia gerado na auséncia do medicamento
anti-cancer.

Em uma modalidade preferida, o método para identificar a
resposta de um céncer ao tratamento com um medicamento anti-cancer
compreende:

(a) isolar células de um céancer apds a administragdo de um
medicamento anti-cdncer, ou antes da incubagdo com um medicamento anti-
cancer;

(b) lisar as células isoladas para produzir um extrato celular;

(¢c) determinar um nivel de expressdo e/ou ativagdo (por
exemplo, fosforilagdo) de uma proteina de fusdo oncogénica no extrato
celular, usando um ensaio compreendendo uma diluigdo em série de
anticorpos de captura especificos para a proteina de fusdo oncogénica, em que
os anticorpos de captura sdo limitados em um suporte soélido;

(d) comparar o nivel de expressdo e/ou ativagdo detectado para
a proteina de fusdo oncogénica com um perfil de expressdo e/ou ativagdo de
referéncia gerado na auséncia do medicamento anti-cancer; e

(e) indicar se o cancer € responsivo ao tratamento com o
medicamento anti-cAncer quando o nivel de expressdo e/ou ativagéo detectado
para a proteina de fusfo oncogénica for alterado (por exemplo,
substancialmente diminuido), comparado ao perfil de expressdo e/ou ativagio
de referéncia.

Em algumas modalidades, os métodos da presente invengdo
podem ser usados para auxiliar ou assistir na identificagfo da resposta de um
cancer tal como, por exemplo, uma malignidade hematologica, para o
tratamento com um medicamento anti-cincer. Em outras modalidades, os
métodos da presente invengdo podem ser usados para melhorar a identificagdo

da resposta de um céancer tal como, por exemplo, uma malignidade

hematoldgica, para o tratamento Com unt nedicantento anti-cancer- Enr certas
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modalidades, o método compreende adicionalmente ou alternativamente a
etapa de indicar se o cancer é ndo responsivo ao tratamento com o0
medicamento anti-cdncer, quando o nivel de expressdo e/ou ativagdo
detectado para a proteina de fusdo oncogénica ndo é alterado (por exemplo,
ndo ¢ substancialmente diminuido), comparado ao perfil de expressdo e/ou
ativagdo de referéncia. Em modalidades adicionais, uma ou mais moléculas de
transdugdo de sinal presentes no extrato celular sdo detectadas, além de uma
ou mais proteinas de fusdo oncogénicas, e o cancer € identificado como
responsivo ou ndo responsivo ao tratamento com base neste "perfil
molecular."

Ainda em um outro aspecto, a presente invencdo fornece um
método para prever a resposta de um sujeito com céincer ao tratamento com
um medicamento anti-cancer, o método compreendendo:

(a) isolar células de um cancer apds a administragdo de um
medicamento anti-cancer, ou antes da incuba¢do com um medicamento anti-
cancer;

(b) lisar as células isoladas para produzir um extrato celular;

(c) determinar um nivel de express@o e/ou ativagdo (por
exemplo, fosforilagdo) de uma proteina de fusfo oncogénica no extrato
celular, usando um ensaio aqui descrito; e

(d) prever a probabilidade com a qual o sujeito respondera ao
tratamento com o medicamento anti-cancer, comparando o nivel de expressdo
e/ou ativagdo detectado para a proteina de fusfo oncogénica com um perfil de
expressdo e/ou ativagdo de referéncia gerado na auséncia do medicamento
anti-cancer.

Em uma modalidade preferida, o método para prever a
resposta de um sujeito com cancer ao tratamento com um medicamento anti-

cancer compreende:
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(a) isolar células de um céncer apds a administragdo de um
medicamento anti-cancer, ou antes da incuba¢do com um medicamento anti-
cancer;

(b) lisar as células isoladas para produzir um extrato celular;

(¢) determinar um nivel de expressdo e/ou ativagdo (por
exemplo, fosforilagdo) de uma proteina de fusdo oncogénica no extrato
celular, usando um ensaio compreendendo uma diluigdo em série de
anticorpos de captura especificos para a proteina de fusdo oncogénica, em que
os anticorpos de captura sdo limitados em um suporte sélido;

(d) comparar o nivel de expressdo e/ou ativacdo detectado para
a proteina de fusdo oncogénica com um perfil de expressdo e/ou ativacio de
referéncia gerado na auséncia do medicamento anti-cancer; e

(e) indicar se o sujeito provavelmente respondera ao
tratamento com o medicamento anti-cancer quando o nivel de expresséo e/ou
ativacdo detectado para a proteina de fusdo oncogénica for alterado (por
exemplo, substancialmente diminuido), comparado ao perfil de expressdo
e/ou ativagdo de referéncia.

Em algumas modalidades, os métodos da presente invencao
podem ser usados para auxiliar ou assistir na previsdo da probabilidade de um
sujeito responder ao tratamento com um medicamento anti-cancer para um
cancer tal como, por exemplo, uma malignidade hematolégica. Em outras
modalidades, os métodos da presente invengcdo podem ser usados para
melhorar a previsdo da probabilidade de um sujeito responder ao tratamento
com um medicamento anti-cdncer para um cancer tal como, por exemplo,
uma malignidade hematologica. Em certas modalidades, o método
compreende adicionalmente ou alternativamente a etapa de indicar se o
sujeito provavelmente ndo respondera ao tratamento com o medicamento anti-

cancer, quando o nivel de expressdo e/ou ativacdo detectado para a proteina
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substancialmente diminuido), comparado ao perfil de expressdo e/ou ativagéo
de referéncia. Em modalidades adicionais, uma ou mais moléculas de
transducd@o de sinal presentes no extrato celular sdo detectadas, além de uma
ou mais proteinas de fus@o oncogénicas, e a probabilidade de que o sujeito
responderd ao tratamento € prevista com base neste "perfil molecular".

Em um aspecto adicional, a presente invenc¢do fornece um
método para determinar se um sujeito com cancer € resistente ao tratamento
com um medicamento anti-cancer, o0 método compreendendo:

(a) isolar células de um céancer apds a administragdo de um
medicamento anti-cncer, ou antes da incubag¢fo com um medicamento anti-
cancer;

(b) lisar as células isoladas para produzir um extrato celular;

(c) determinar um nivel de expressdo e/ou ativagdo (por
exemplo, fosforilagdo) de uma proteina de fusdo oncogénica no extrato
celular, usando um ensaio aqui descrito; e

(d) determinar se o sujeito ¢ resistente ou sensivel ao
tratamento com o medicamento anti-cancer, comparando o nivel de expressdo
e/ou ativacdo detectado para a proteina de fusdo oncogénica com um perfil de
expressdo e/ou ativagdo de referéncia gerado na auséncia do medicamento
anti-cancer, ou na presenga do medicamento anti-cAncer em um estagio
inicial.

Em uma modalidade preferida, o método para determinar se
um sujeito com cancer € resistente ao tratamento com um medicamento anti-
cancer compreende:

(2) isolar células de um céancer apds a administragdo de um
medicamento anti-cancer, ou antes da incuba¢do com um medicamento anti-
cancer;

(b) lisar as células isoladas para produzir um extrato celular;
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(c) determinar um nivel de expressdo e/ou ativagdo (por
exemplo, fosforilagdo) de uma proteina de fusdo oncogénica no extrato
celular, usando um ensaio compreendendo uma diluigdo em série de
anticorpos de captura especificos para a proteina de fusdo oncogénica, em que
os anticorpos de captura sdo limitados em um suporte sélido;

(d) comparar o nivel de expressdo e/ou ativagdo detectado para
a proteina de fusfo oncogénica com um perfil de expressdo e/ou ativagdo de
referéncia gerado na auséncia do medicamento anti-cancer, ou na presencga do
medicamento anti-cancer em um estagio inicial; e

(e) indicar se o sujeito € resistente ao tratamento com o
medicamento anti-cAncer quando o nivel de expressdo e/ou ativagdo detectado
para a proteina de fusfo oncogénica ndo foram mudados (por exemplo, ndo
for substancialmente diminuido), comparado ao perfil de expressdo e/ou
ativacdo de referéncia.

Em algumas modalidades, os métodos da presente invencdo
podem ser usados para auxiliar ou assistir na identificagdo de um sujeito com
clncer, que € resistente ao tratamento com um medicamento anti-cincer, ou
na determinacgdo da probabilidade de um sujeito com céncer ser resistente ao
tratamento com um medicamento anti-cancer, em que o sujeito apresenta um
cancer tal como, por exemplo, uma malignidade hematolégica. Em outras
modalidades, os métodos da presente invengdo podem ser usados para
melhorar a identificagdo de um sujeito com céncer, que € resistente ao
tratamento com um medicamento anti-cdncer, ou na determinac¢do da
probabilidade de um sujeito com céncer ser resistente ao tratamento com um
medicamento anti-cAncer, em que o sujeito apresenta um céncer tal como, por
exemplo, uma malignidade hematologica.

Em certas modalidades, o método compreende adicionalmente

ou alternativamente a etapa de indicar se o sujeito € sensivel ao tratamento
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(por exemplo, fosforilagdo) detectado para a proteina de fusdo oncogénica €
alterado (por exemplo, substancialmente diminuido), comparado ao perfil de
expressdo ou ativagdo de referéncia. Os exemplos ndo limitantes de razdes
com as quais um sujeito com cancer pode ser resistente ao tratamento com um
medicamento anti-cancer, incluem a-presenca de uma ou mais mutagdes na
proteina de fusfo oncogénica de interesse (por exemplo, BCR-ABL), ndo
cumprimento do regime terap€utico, e/ou administragdo de uma dose de
medicamento subideal. Com relagdo a uma dose de medicamento subideal do
medicamento anti-cancer, o método pode compreender adicionalmente a etapa de
aumentar a proxima dose ou dose subsequente do medicamento anti-cancer
administrado ao syjeito. Em modalidades adicionais, uma ou mais moléculas de
transdugdo de sinal presentes no extrato celular sdo detectadas, além de uma ou
mais proteinas de fusdo oncogénicas, e o sujeito é identificado como resistente ou
sensivel ao tratamento com base neste "perfil molecular."

Em modalidades particulares, considera-se que o nivel de
expressdo (por exemplo, total) e/ou o nivel de ativagdo (por exemplo,
fosforilagdo) da proteina de fusdo oncogénica, ou da molécula de transdugdo
de sinal, seja "alterado" na presenca de um medicamento anti-cancer quando ¢
pelo menos cerca de 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %,
50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, ou 95 % mais ou
menos expresso ou ativado do que na auséncia do medicamento anti-céncer.
Em uma modalidade, considera-se que o nivel de expressdo (por exemplo,
total) e/ou nivel de ativag@o (por exemplo, fosforilacdo) da proteina de fusdo
oncogénica, ou da molécula de transducdo de sinal, é "substancialmente
diminuido" na presen¢a de um medicamento anti-cancer quando € pelo menos
cerca de 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, ou 95 %
menos expresso ou ativado do que na auséncia do medicamento anti-céncer.

Em modalidades adicionais, considera-se que o nivel de expressdo (por

exemptlo, total) efounivel deativagdo (porexemplo; fosforitagio)daproteina
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de fusdo oncogénica, ou da molécula de transdugdo de sinal, ¢
"substancialmente diminuido" na presenga de um medicamento anti-cancer
(1) quando existe uma mudanga a partir da expresso e/ou ativagdo elevada ou
forte da proteina de fusdo oncogénica, ou da molécula de transdugdo de sinal,
sem o medicamento anti-cancer, para a expressdo e/ou ativagdo média, fraca,
baixa, ou muito fraca da proteina de fusdo oncogénica, ou da molécula de
transducdo de sinal, com o medicamento anti-cdncer, ou (2) quando existe
uma mudanga a partir da expressdo e/ou ativacdo media da proteina de fusio
oncogénica, ou da molécula de transdugdo de sinal, sem o medicamento anti-
cancer, para a expressdo e/ou ativagdo fraca, baixa, ou muito fraca da proteina
de fusdo oncogénica, ou da molécula de transducdo de sinal, com o
medicamento anti-cancer.

Em algumas modalidades, o nivel de expressdo e/ou nivel de
ativagdo da proteina de fusdo oncogénica, ou da molécula de transdugéo de
sinal, € expresso como um valor de unidade de fluorescéncia relativa (RFU)
que corresponde a intensidade do sinal para um analito particular de interesse,
que € determinado usando, por exemplo, um ensaio de proximidade tal como
o imunoensaio de proximidade colaborativa (COPIA) aqui descrito. Em
outras modalidades, o nivel de expressdo e/ou o nivel de ativagéo da proteina
de fusfo oncogénica, ou da molécula de transdugdo de sinal, é expresso como
MMM NN M M ou "+, 0 que corresponde no aumento da
intensidade de sinal para um analito particular de interesse que € determinado
usando, por exemplo, um ensaio de proximidade tal como COPIA. Em alguns
exemplos, um nivel de expressdo ou ativagdo ndo detectavel ou detectavel
minimamente de um analito particular de interesse, que ¢ determinado
usando, por exemplo, um ensaio de proximidade tal como COPIA, pode ser
expresso as "-" ou "+". Em outros exemplos, um nivel de expressdo ou

ativagdo baixo de um analito particular de interesse, que ¢ determinado
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expresso como "+". Ainda em outros exemplos, um nivel de expressdo ou
ativa¢do moderado de um analito particular de interesse, que ¢ determinado
usando, por exemplo, um ensaio de proximidade tal como COPIA, pode ser
expresso como "++". Ainda em outros exemplos, um nivel de expressdo ou
ativagdo elevado de um analito particular de interesse, que ¢ determinado
usando, por exemplo, um ensaio de proximidade tal como COPIA, pode ser
expresso como "+++". Em exemplos adicionais, um nivel de expressdo ou
ativagdo muito elevado de um analito particular de interesse, que ¢
determinado usando, por exemplo, um ensaio de proximidade tal como
COPIA, pode ser expresso como "++++".

Ainda em outras modalidades, o nivel de expressdo e/ou o
nivel de ativagdo da proteina de fusdo oncogénica, ou da molécula de
transdugdo de sinal, é quantificado calibrando ou normalizando o valor de
RFU, que € determinado usando, por exemplo, um ensaio de proximidade tal
como COPIA, contra uma curva padrdo gerada pelo analito particular de
interesse. Em certos exemplos, um valor de unidades computacionais (CU)
pode ser calculado com base na curva padréo. Em outros exemplos, o valore
de CU pode ser expresso como "-", "£", "+" "++" "+++" ou "++++", de
acordo com a descri¢do anterior para intensidade de sinal.

Em certas modalidades, o nivel de expressdo ou de ativagéo de
um analito particular de interesse, quando expresso como "-","£" "+" "4+4+"
"+++" ou "++++", pode corresponder a um nivel de expressdo ou ativagdo que
¢ pelo menos cercade 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4,4,5,5,5,5,6,6,5,7,7,5, 8, 8,5, 9,
9,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, ou 100 vezes maior ou menor (por
exemplo, cerca de 1,5-3, 2-3, 2-4, 2-5, 2-10, 2-20, 2-50, 3-5, 3-10, 3-20, 3-50,
4-5, 4-10, 4-20, 4-50, 5-10, 5-15, 5-20, ou 5-50 vezes maior ou menor) do que

um nivel de expressdo ou nivel de ativacdo de referéncia, por exemplo,

quando comparado a um controle negativo, tal como uma IgG controle,
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quando comparado a um controle positivo, tal como um controle pan-CK,
quando comparado a um nivel de expressdo ou de ativagdo determinado na
presenca de um medicamento anti-cancer, ¢/ou quando comparado a um nivel
de expressdo ou de ativagdo determinado na auséncia de um medicamento
anti-cancer. Em alguns exemplos, a correlacdo € especifica para analito.
Como um exemplo ndo limitante, um nivel de expressdo ou ativagdo "+",
determinado usando, por exemplo, um ensaio de proximidade tal como
COPIA, pode corresponder a um aumento de 2 vezes na expressdo ou
ativacdo para um analito e um aumento de 5 vezes para um outro analito,
quando comparado a um nivel de expresséo ou o de ativagdo de referéncia.

Em modalidades particulares, tanto os niveis de proteina de
fusdo oncogénica total e ativada (por exemplo, fosforilada) (por exemplo,
BCR-ABL), quanto da molécula de transducdo de sinal, sdo medidos no
extrato celular de acordo com os ensaios a base de anticorpo da presente
invencdo, e uma razdo dos niveis de proteina de fusdo oncogénica ativada
para total (por exemplo, razdo dos niveis de proteina BCR-ABL fosfo/total),
ou uma razdo dos niveis de molécula de transdugdo de sinal ativada para total
(por exemplo, razdo dos niveis de proteina CRKL, JAK2, ou STATS
fosfo/total), pode ser calculada e entdo comparada a uma mesma razdo,
calculada com base nos perfis de expressédo e ativagdo de regeréncia gerados
na auséncia do medicamento anti-cancer.

Em algumas modalidades, o nivel de expressdo ou de ativagdo da
proteina de fusdo oncogénica de referéncia, ou molécula de transdugéo de sinal,
determinado na etapa (c) é obtido a partir de uma célula normal, tal como uma
célula ndo cancerosa de um individuo saudavel que ndo apresenta um céncer, tal
como uma malignidade hematologica. Em outras certas modalidades, o nivel de
expressdo ou de ativagdo da proteina de fusdo oncogénica de referéncia, ou

molécula de transdugfo de sinal, determinado na etapa (c) € obtido de uma célula
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de tumor a partir de uma amostra (por exemplo, extrato celular) de um paciente
com um cancetr, tal como leucemia ou linfoma.

Em algumas modalidades, o nivel de expressdo ou de ativagdo
da proteina de fus@o oncogénica de referéncia, ou molécula de transdugdo de
sinal, determinado na etapa (c) é obtido a partir de uma célula (por exemplo,
uma célula tumoral obtida de uma amostra do paciente) que ndo € tratada com
o medicamento anti-cdncer. Em modalidades particulares, a célula que ndo é
tratada com o medicamento anti-cdncer é obtida da mesma amostra que a
célula isolada (por exemplo, uma célula teste a ser investigada), usada para
produzir o extrato celular, é obtida. Em certos exemplos, a presenca de um
nivel de expressdo ou ativacdo menor da proteina de fusdo oncogénica, ou da
molécula de transdugéo de sinal, comparado com o nivel de expressdo ou de
ativagdo de referéncia indica que o medicamento anti-cancer ¢ adequado para
o tratamento do céncer (por exemplo, o tumor apresenta uma maior
probabilidade de resposta ao medicamento anti-cdncer). Em outros certos
exemplos, a presenca de um nivel de expressdo ou ativagdo idéntico, similar,
ou maior da proteina de fusfo oncogénica, ou da molécula de transdugédo de
sinal, comparado com o nivel de expressdo ou de ativagdo de referéncia,
indica que o medicamento anti-cincer € inadequado para o tratamento do
cancer (por exemplo, o tumor apresenta uma menor probabilidade de resposta
ao medicamento anti-cancer).

Em modalidades alternativas, o nivel de expressdo ou de
ativagdo da proteina de fusfio oncogénica de referéncia, ou molécula de
transducdo de sinal, determinado na etapa (c) € obtido a partir de uma célula
sensivel ao medicamento anti-cancer, que € tratada com o medicamento anti-
cancer. Em tais modalidades, a presenga de um nivel de expressdo ou ativagéo
idéntico, similar ou inferior da proteina de fusdo oncogénica, ou da molécula

de transducdo de sinal, comparado com o nivel de expressdo ou de ativacdo de
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tratamento do céancer (por exemplo, o tumor apresenta uma maior
probabilidade de resposta ao medicamento anti-cancer). Em outras certas
modalidades alternativas, o nivel de expressdo ou de ativagdo da proteina de
fusio oncogénica de referéncia, ou de molécula de transducdo de sinal,
determinado na etapa (c) é obtido a partir de uma célula resistente ao
medicamento anti-cancer, que é tratada com o medicamento anti-cancer. Em
tais modalidades, a presenga de um nivel de expressdo ou ativagdo idéntico,
similar ou maior da proteina de fusdo oncogénica, ou da molécula de
transducdo de sinal, comparado com o nivel de expressdo ou de ativagdo de
referéncia, indica que o medicamento anti-cidncer € inadequado para o
tratamento do cancer (por exemplo, o tumor apresenta uma menor
probabilidade de resposta ao medicamento anti-cancer).

Em certas modalidades, um maior nivel de expressdo ou
ativagdo da proteina de fusdo oncogénica, ou de molécula de transdugdo de
sinal, determinado na etapa (c) ¢ considerado como presente em um extrato
celular quando o nivel de expressdo ou de ativagdo € pelo menos cerca de 1,5,
2,2,5,3,3,5,4,4,5,5,5,5,6,6,5,7,7,5,8,8,5,9,9,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, ou 100 vezes maior (por exemplo, cerca de 1,5-3, 2-3, 2-4, 2-5, 2-
10, 2-20, 2-50, 3-5, 3-10, 3-20, 3-50, 4-5, 4-10, 4-20, 4-50, 5-10, 5-15, 5-20,
ou 5-50 vézes maior) que o nivel de express@o ou de ativagédo de referéncia do
analito que corresponde em uma célula (por exemplo, uma célula cancerosa
obtida de uma amostra de paciente) néo tratada com o medicamento anti-
cancer, em uma célula sensivel ao medicamento anti-cancer, tratada com o
medicamento anti-cdncer, ou em uma célula resistente ao medicamento anti-
cancer, tratada com o medicamento anti-cancer.

Em outras modalidades, um nivel de expressdo ou ativagéo
menor da proteina de fusfo oncogénica, ou da molécula de transducdo de

sinal, determinado na etapa (c) é considerado como presente em um extrato
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2,25,3,3,5,4,4,5,5,5,5,6,6,5,7,7,5, 8,8,5,9,9,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, ou 100 vezes menor (por exemplo, cerca de 1,5-3, 2-3, 2-4, 2-5, 2-
10, 2-20, 2-50, 3-5, 3-10, 3-20, 3-50, 4-5, 4-10, 4-20, 4-50, 5-10, 5-15, 5-20,
ou 5-50 vezes menor) que o nivel de expressdo ou ativagdo de referéncia do
analito que corresponde em uma célula (por exemplo, uma célula cancerosa
obtida de uma amostra do paciente) ndo tratada com o medicamento anti-
cancer, em uma célula sensivel ao medicamento anti-cancer tratada com o
medicamento anti-cancer, ou em uma célula resistente ao medicamento anti-
cancer tratada com o medicamento anti-cancer.

A. Arranjos de anticorpo

Em um aspecto, a presente invengdo fornece um arranjo com
faixa dindmica superior compreendendo uma pluralidade de diluigdo em série
de anticorpos de captura especificos para um ou mais analitos em um extrato
celular, em que os anticorpos de captura sdo limitados em um suporte sélido.

Em algumas modalidades, o extrato celular ¢ preparado a
partir de uma amostra de sangue total, urina, escarro, fluido do lavado
bréonquico, lagrima, aspirado de mama, linfa, saliva, e/ou aspirado por agulha
fina (FNA) amostra. Como um exemplo nfo limitante, uma amostra de
sangue total € primeiro separada em uma fracdo de plasma ou soro, e uma
fracdo celular (isto é, precipitado celular). A fracdo celular contém
tipicamente células vermelhas do sangue, células brancas do sangue
(leucécitos), e/ou células circulantes de um tumor soélido, tais como células
tumorais circulantes (CTCs), células endoteliais circulantes (CECs), células
progenitoras endoteliais circulantes (CEPCs), células tronco cancerosas
(CSCs) e combinagdes destas. As células isoladas presentes na fragdo celular
podem ser lisadas, para transformar por meio disso as células isoladas em um

extrato celular, por qualquer técnica conhecida na tecnologia.

Em alguns exemplos, o extrato celular compreende um extrato
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tipicamente isoladas de uma amostra de paciente usando um ou mais métodos
de separagdo incluindo, por exemplo, separagdo imunomagnética (ver, por
exemplo, Racila et al., Proc. Natl. Acad. Set USA, 95:4589-4594 (1998);
Bilkenroth et al., Int. J. Cancer, 92:577-582 (2001)), separacdo microfluidica
(ver, por exemplo, Mohamed et al., IEEE Trans. Nanobiosci., 3:251-256
(2004); Lin et al., Abstract No. 5147, 97° AACR Annual Meeting,
Washington, D.C. (2006)), FACS (ver, por exemplo, Mancuso et al., Blood,
97:3658-3661 (2001)), centrifuga¢do por gradiente de densidade (ver, por
exemplo, Baker et al., Clin. Cancer Res., 13:4865-4871 (2003)), e métodos de
diminuigdo (ver, por exemplo, Meye et al., Int. J. Oncol, 21:521-530 (2002)).

Em outros exemplos, o extrato celular compreende um extrato de
leucdcitos, tais como granulécitos (leucocitos polimorfonucleares), que incluem,
por exemplo, neutr6filos, baséfilos e eosinofilos, agranuldcitos (leucécitos
mononucleares) que incluem, por exemplo, células mononucleares do sangue
periférico, tais como linfécitos e mondcitos, e macréfagos e misturas destes. Os
leucécitos podem ser isolados a partir do sangue total usando qualquer método de
separagdo conhecido na técnica incluindo, por exemplo, centrifugacdo por
gradiente de densidade Ficoll-HyPaque, lise hipotonica de células vermelhas do
sangue, e o uso do meio de gradiente por densidade, tais como Lymphoprep™ e
Polymorphprep™ (Axis-Shield; Oslo, Noruega).

Em certas modalidades, os leucdcitos isolados, células
circulantes ou outras células (por exemplo, cé€lulas obtidas de um tumor sélido
por meio de aspirado por agulha fina) podem ser estimulados in vifro com um
ou mais fatores de crescimento antes, durante e/ou ap6s a incubag@o com um
ou mais medicamentos anti-cancer de interesse. Os fatores de crescimento
estimulatorios incluem, mas sem limitag8o, fator de crescimento epidérmico
(EGF), heregulina (HRG), TGF-a, PIGF, angiopoietina (Ang), NRG1, PGF,
TNF-a, VEGF, PDGF, IGF, FGF, HGF, citocinas e similares. Em outros
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estimulagdo do fator de crescimento e/ou tratamento com medicamento anti-
cancer, para produzir o extrato celular (por exemplo, lisado celular) usando
qualquer técnica conhecida na tecnologia. Preferivelmente, a lise celular ¢
iniciada entre cerca de 1-360 minutos apds a estimulagdo do fator de
crescimento, e mais preferivelmente em dois intervalos de tempo diferentes:
(1) em cerca de 1-5 minutos apds a estimulag@o do fator de crescimento; e (2)
entre cerca de 30-180 minutos apds a estimulagdo do fator de crescimento.
Alternativamente, o lisado celular pode ser armazenado a -80 °C até o uso. Os
protocolos para o isolamento, estimulo e lise de células circulantes sdo
descritos na publicacdo PCT WO 2008/036802, que ¢ aqui incorporada pela
referéncia a sua integra, com todos os propositos. Os protocolos para a
preparagdo de extratos de célula tumoral a partir de tecido, biopsia ou culturas
primdrias sdo descritos na publicagdo PCT WO 2009/108637, que ¢ aqui
incorporada pela referéncia na sua integra, com todos os propdsitos.

Em certas modalidades, o medicamento anti-cincer
compreende um agente anti-sinalizagdo (isto €, um medicamento citostatico),
tal como um anticorpo monoclonal ou um inibidor de tirosina quinase, um
agente anti-proliferativo, um agente quimioterapéutico (isto €, um
medicamento citotoxico), um agente terap€utico hormonal, um agente
radioterapéutico, uma vacina, e/ou qualquer outro composto com a
capacidade de reduzir ou anular o crescimento descontrolado de células
anormais, tais como células cancerosas. Em algumas modalidades, as células
isoladas sdo tratadas com um ou mais agentes anti-sinalizagdo, agentes anti-
proliferativos e/ou agentes terapéuticos hormonais, em combinagido com pelo
menos um agente quimioterapéutico.

Os exemplos de agentes anti-sinalizagdo incluem, sem

limitacdo, anticorpos monoclonais tais como trastuzumab (Herceptin®),

alemtuzumab (Campath®), bevacizumab (Avastin®), cetuximab (Erbitux®),
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tositumomab (BEXXAR®), inibidores de tirosina quinase tais como mesilato
de imatinib (Gleevec®), nilotinib (Tasigna®), dasatinib (Sprycel®), bosutinib
(SKI-606), gefitinib (Iressa®), sunitinib (Sutent®), erlotinib (Tarceva®),
lapatinib (GW-572016; Tykerb®), canertinib (CI 1033), semaxinib (SU5416),
vatalanib (PT 787/ZK222584), sorafenib (BAY 43-9006; Nexavar®),
leflunomide (SU101) e vandetanib (ZACTEVIA™; ZD6474), e combinagdes
dos mesmos.

Os agentes anti-proliferativos exemplares incluem inibidores
mTOR tais como sirolimus (rapamicina), temsirolimus (CCI-779) e
everolimus (RADO0O01), inibidores de Akt tais como 1L6-hidroximetil-quiro-
inositol-2-(R)-2-O-metil-3-O-octadecil-sn-glicerocarbonato, acetato de O-
metoxi-2-metil  elipticinio, 1,3-di-hidro-1-(1-((4-(6-fenil-1H-imidazo[4,5-
g]quinoxalin-7-il)fenil)metil)-4-piperidinil )-2H-benzimidazol-2-ona, 10-(4'-
(N-dietilamino)butil)-2-clorofenoxazina, 3-formilcromona tiosemicarbazona
(complexo Cu(II)Cl,), API-2, um derivado de peptideo 15-mer de
aminoacidos 10-24 do proto-oncogene TCL1 (Hiromura et al., J. Biol. Chem.,
279:53407-53418 (2004), KP372-1, e os compostos descritos em Kozikowski
et al., J. Am. Chem. Soc, 125: 1144-1145 (2003) e Kau et al., Cancer Cell,
4:463-476 (2003) e combinagdes dos mesmos.

Os exemplos ndo limitantes de agentes quimioterapéuticos
incluem medicamentos a base de platina (por exemplo, oxaliplatina,
cisplatina, carboplatina, espiroplatina, iproplatina, satraplatina, etc.), agentes
de alquilagdo (por exemplo, ciclofosfamida, ifosfamida, corambucil, busulfan,
melfalan, mecloretamina, uramustina, tiotepa, nitrosuréias, etc.), anti-
metabolitos (por exemplo, 5-fluorouracil, azatioprina, 6-mercaptopurina,
metotrexato, leucovorina, capecitabina, citarabina, floxuridina, fludarabina,
gencitabina (Gemzar®), pemetrexed (ALDVITA®), raltitrexed, etc.),

alcaldides de planta (por exemplo, vincristina, vinblastina, vinorelbina,
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inibidores de topoisomerase (por exemplo, irinotecan, topotecan, ansacrina,
etoposida (VP16), fosfato de etoposida, teniposida, etc.), antibidticos anti-
tumor (por exemplo, doxorubicina, adriamicina, daunorubicina, epirubicina,
actinomicina, bleomicina, mitomicina, mitoxantrona, plicamicina, etc.), sais
farmaceuticamente aceitaveis destes, estereoisomeros destes, derivados
destes, analogos destes e combinagdes dos mesmos.

Exemplos de agentes terapéuticos hormonais incluem, sem
limitagdo, inibidores de aromatase (por exemplo, aminoglutetimida,
anastrozol  (Arimidex®), letrozol (Femara®), vorozol, exemestano
(Aromasin®), 4-androsteno-3,6,17-triona (6-OXO), 1,4,6-androstatrien-3,17-
diona (ATD), formestano (Lentaron®), etc.), moduladores do receptor de
estrogénio seletivo (por exemplo, bazedoxifeno, clomifeno, fulvestrant,
lasofoxifeno, raloxifeno, tamoxifeno, toremifeno, etc.), esterdides (por
exemplo, dexametasona), finasterida, e agonistas do hormdnio liberador de
gonadotropina (GnRH) tais como goserelina, sais farmaceuticamente
aceitaveis destes, estereoisOmeros destes, derivados destes, analogos destes e
combinag¢des dos mesmos.

Os exemplos ndo limitantes de vacinas contra cancer incluem
ANYARA da Active Biotech, DCVax-LB da Northwest Biotherapeutics, EP-
2101 da TDM Pharma, GV1001 da Pharmexa, I0-2055 da Idera Pharmaceuticals,
INGN 225 da Introgen Therapeutics e Stimuvax da Biomira Merck.

Exemplos de agentes radioterapéuticos incluem, mas sem
limitacdo, radionuclideos tais como Y1Sc, *Cu, ¥'Cu, ¥sr, %Y, ¥y, 0%y, 'Rh,
gy My Uimgy 19py, 1S8gq, 166p1, 177, 186Re 188Re 211A¢ o 212B;
opcionalmente conjugados com os anticorpos direcionados contra antigenos
de tumor.

Em modalidades particulares, o um ou mais analitos presentes

no extrato celular compreendem uma ou uma pluralidade de proteinas de
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de moléculas de transdu¢ido de sinal. Os exemplos néo limitantes de proteinas
de fusdo oncogénicas e moléculas de transdugdo de sinal de interesse sdo
descritos anteriormente.

Em algumas modalidades, cada dilui¢do em série de anticorpos
de captura compreende uma série de concentragdes decrescentes de anticorpo
de captura. Em certos exemplos, os anticorpos de captura sdo diluidos em
série pelo menos 2 vezes (por exemplo, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 500, ou 1.000
vezes) para produzir uma dilui¢do em série compreendendo um numero
ajustado (por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8§, 9, 10, 15, 20, 25, ou mais) de
concentragdes decrescentes de anticorpo de captura, que sdo identificadas no
arranjo. Preferivelmente, pelo menos 2, 3, 4, 5, ou 6 réplicas de cada diluigéo
de anticorpo de captura sdo identificadas no arranjo.

Em outras modalidades, o suporte s6lido compreende vidro
(por exemplo, uma ldmina de vidro), plastico, chipes, pinos, filtros, contas,
papel, membrana (por exemplo, nailon, nitrocelulose, fluoreto de
polivinilideno (PVDF), etc.), feixes de fibras, ou qualquer outro substrato
adequado. Em uma modalidade preferida, os anticorpos de captura sio
limitados (por exemplo, por meio de interagdes covalentes ou ndo covalentes)
em laminas de vidro revestidas com um polimero de nitrocelulose tal como,
por exemplo, laminas FAST®, que sdo disponiveis comercialmente da
Whatman Inc. (Florham Park, NJ).

Como um exemplo ndo limitante, um microarranjo
enderegavel da presente inveng¢do pode compreender uma diluigdo em série de
anticorpo de captura para determinar o estado de ativagdo de BCR-ABL em
um extrato celular, no qual o anticorpo de captura ¢ direcionado para o
dominio BCR da proteina de fusio BCR-ABL e os anticorpos de detecgdo

(por exemplo, tanto os anticorpos dependentes do estado de ativagdo quanto

os anticorpos independentes do estado de ativag@o) sdo direcionados para o
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quanto os anticorpos independentes do estado de ativagdo sdo direcionados
para o dominio BCR da proteina de fusdo BCR-ABL, e o anticorpo
dependente do estado de ativagdo é direcionado para o dominio ABL. Os
arranjos podem compreender adicionalmente uma pluralidade de diferentes
anticorpos de captura direcionados para as proteinas de fusdo adicionais, e/ou
moléculas de transdugdo de sinal em uma série de concentragdes descendentes
(isto é, diluigdes em série), em que os anticorpos de captura sdo acoplados a
superficie do suporte solido em diferentes locais enderecéaveis.

Os versados na técnica entenderdo que o arranjo pode ser
qualquer configuracdo que permite sinalizagdo discreta para cada uma das
proteinas de fus@o oncogénicas ativadas, e/ou moléculas de transducdo de
sinal a ser detectado. Por exemplo, o arranjo pode ser uma linha ou uma rede
de regides distintas (por exemplo, pontos ou manchas) na superficie do
suporte, onde cada regifo contém um anticorpo de captura diferente ou agente
de captura (isto €, se liga ao rétulo de captura presente no anticorpo de
captura). O arranjo pode ser configurado para uso em métodos onde os
estados de ativagdo de uma pluralidade de proteinas de fusdo oncogénicas
e/ou moléculas de transdugdo de sinal sdo detectados em um ensaio multiplex
simples. Em vérias modalidades, a pluralidade compreende pelo menos 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, ou mais proteinas de fusdo
oncogénicas e/ou moléculas de transdugdo de sinal. Em modalidades
particulares, a pluralidade compreende a proteina de fusdo BCR-ABL em
combinagdo com pelomenos 1, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, ou mais proteinas de fusdo oncogénicas adicionais e/ou moléculas de
transdugdo de sinal.

B. Ensaios de detec¢do de proximidade dupla

Em aspectos particulares, os ensaios da presente invengdo para

detectar o estado de ativagdo de um analito particular de interesse em um
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circulantes de um tumor so6lido, sdo um ensaio de proximidade multiplex de
alto rendimento (isto é, trés-anticorpos) com faixa dinamica superior.

Como um exemplo ndo limitante, em situagdes onde o analito
¢ uma proteina simples (por exemplo, EGFR), os trés anticorpos usados no
ensaio de proximidade- podem compreender: (1) um anticorpo de captura
especifico para o analito; (2) um anticorpo de detecc¢do especifico para uma
forma ativada do analito (isto €, anticorpo dependente do estado de ativagéo);
e (3) um anticorpo de detec¢@o que detecta a quantidade total do analito (isto
¢, anticorpo independente do estado de ativagdo). O anticorpo dependente do
estado de ativagdo ¢ capaz de detectar, por exemplo, a fosforilagéo,
ubiquitinagdo, e/ou estado de complexagdo do analito. O anticorpo
independente do estado de ativacdo € em geral capaz de detectar tanto as
formas ativadas quanto ndo ativadas do analito.

Como um outro exemplo ndo limitante, em situa¢des onde o
analito € uma proteina de fusfo (por exemplo, BCR-ABL), que contém um
primeiro dominio que corresponde a uma proteina (por exemplo, BCR) que ¢
fundida a um segundo dominio que corresponde a uma outra proteina (por
exemplo, ABL), os trés anticorpos usados no ensaio de proximidade podem
compreender: (1) um anticorpo de captura especifico para o primeiro dominio
da proteina de fusdo; (2) um anticorpo de detec¢do especifico para uma forma
ativada do segundo dominio da proteina de fusdo (isto é, anticorpo
dependente do estado de ativagdo); e (3) um anticorpo de deteccdo que detecta
a quantidade total da proteina de fusao se ligando especificamente ao segundo
dominio da proteina de fusdo, independente de seu estado de ativacdo (isto &,
anticorpo independente do estado de ativacdo). O anticorpo dependente do
estado de ativacdo € capaz de detectar, por exemplo, a fosforilagdo,
ubiquitinagdo, e/ou estado de complexagdo da proteina de fusdo. O anticorpo

independente do estado de ativagdo é em geral capaz de detectar tanto as
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Em um aspecto preferido, a presente invenc¢do fornece um
método para realizar um imunoensaio multiplex de alto rendimento com faixa
dindmica superior, o método compreendendo:

() incubar um extrato celular com uma ou uma pluralidade de

- dilui¢do em série de anticorpos de captura, especificos para uma ou mais

proteinas de fusdo, para formar uma pluralidade de proteinas de fusdo
capturadas, em que os anticorpos de captura sdo limitados em um suporte
solido, em que cada proteina de fusdo compreende um primeiro dominio que
corresponde a uma primeira proteina e um segundo dominio que corresponde
a uma segunda proteina diferente, e em que os anticorpos de captura sdo
especificos para o primeiro dominio das proteinas de fuséo;

(b) incubar a pluralidade de proteinas de fusdo capturadas com
anticorpos de detec¢do, especificos para o segundo dominio das proteinas de
fusdo, para formar uma pluralidade de proteinas de fus@io capturadas
detectaveis, em que os anticorpos de detec¢do compreendem:

(1) uma pluralidade de anticorpos independentes do estado de
ativacdo marcados com uma fragdo de facilitagdo, e

(2) uma pluralidade de anticorpos dependentes do estado de
ativagdo marcados com um primeiro elemento de um par de amplificacdo de sinal,

em que a fragdo de facilitagdo gera um agente de oxidacdo que
canaliza e reage com o primeiro elemento do par de amplificacdo de sinal;

(c) incubar a pluralidade de proteinas de fusfo capturadas
detectaveis com um segundo elemento do par de amplificagdo de sinal, para
gerar um sinal amplificado, e

(d) detectar o sinal amplificado gerado a partir do primeiro e
segundo elementos do par de amplificagéo de sinal.

Em um aspecto alternativo, o método para realizar um

imunoensaio multiplex de alto rendimento com faixa dindmica superior

1
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(a) incubar um extrato celular com uma ou uma pluralidade de
dilui¢do em série de anticorpos de captura, especificos para uma ou mais
proteinas de fusdo, para formar uma pluralidade de proteinas de fusdo
capturadas, em que os anticorpos de captura s@o limitados em um suporte
solido, em que cada proteina de fusdo compreende um primeiro dominio que
corresponde a uma primeira proteina e um segundo dominio que corresponde
a uma segunda proteina diferente, e em que os anticorpos de captura sdo
especificos para o primeiro dominio das proteinas de fuséo;

(b) incubar a pluralidade de proteinas de fusdo capturadas com
anticorpos de detecgdo para formar uma pluralidade de proteinas de fuséo
capturadas detectaveis, em que os anticorpos de detec¢do compreendem:

(1) uma pluralidade de anticorpos independentes do estado de
ativacdo marcados com uma fracdo de facilitagdo, em que os anticorpos
independentes do estado de ativacdo sfo especificos para o primeiro dominio
das proteinas de fuséo, e

(2) uma pluralidade de anticorpos dependentes do estado de
ativagdo marcados com um primeiro elemento de um par de amplificagdo de
sinal, em que os anticorpos dependentes do estado de ativagdo sdo especificos
para o segundo dominio das proteinas de fuséo,

em que a fragdo de facilitagdo gera um agente de oxidagdo que
canaliza e reage com o primeiro elemento do par de amplificacdo de sinal;

(c) incubar a pluralidade de proteinas de fusdo capturadas
detectaveis com um segundo elemento do par de amplificacdo de sinal, para
gerar um sinal amplificado, e

(d) detectar o sinal amplificado gerado a partir do primeiro e
segundo elementos do par de amplificagéo de sinal.

Em um outro aspecto alternativo, o método para realizar um

imunoensaio multiplex de alto rendimento com faixa dindmica superior

|
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(a) incubar um extrato celular com uma ou uma pluralidade de
diluicdo em série dé anticorpos de captura, especificos para uma ou mais
proteinas de fus@o, para formar uma pluralidade de proteinas de fusdo
capturadas, em que os anticorpos de captura s@o limitados em um suporte
s6lido, em que cada proteina de fusdo compreende um primeiro dominio que
corresponde a uma primeira proteina e um segundo dominio que corresponde
a uma segunda proteina diferente, e em que os anticorpos de captura sdo
especificos para o primeiro dominio das proteinas de fusdo;

(b) incubar a pluralidade de proteinas de fusdo capturadas com
anticorpos de detec¢do para formar uma pluralidade de proteinas de fusdo
capturadas detectaveis, em que os anticorpos de detec¢do compreendem:

(1) uma pluralidade de anticorpos independentes do estado de
ativacdo marcados com uma fracdo de facilitacdo, em que os anticorpos
independentes do estado de ativacdo sdo especificos para a sequéncia, sitio,
ou ponto de fusdo entre o primeiro e segundo dominios das proteinas de fusdo
(isto é, anticorpos de ligacdo), e

(2) uma pluralidade de anticorpos dependentes do estado de
ativagdo marcados com um primeiro elemento de um par de amplificagdo de
sinal, em que os anticorpos dependentes do estado de ativagdo sdo especificos
para o segundo dominio das proteinas de fuséo,

em que a fragdo de facilitacdo gera um agente de oxidacdo que
canaliza e reage com o primeiro elemento do par de amplificagéo de sinal;

(c) incubar a pluralidade de proteinas de fusdo capturadas
detectaveis com um segundo elemento do par de amplificagdo de sinal, para
gerar um sinal amplificado, e

(d) detectar o sinal amplificado gerado a partir do primeiro e

segundo elementos do par de amplificagdo de sinal.

Em certas modalidades, uma ou mais moléculas de transducéo
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proteinas de fusdo. Exemplos de moléculas de transducéo de sinal de interesse
sdo descritos anteriormente e incluem, sem limitagdo, receptor tirosina
quinases, ndo receptor tirosina quinases e/ou componentes da cascata de
sinaliza¢fo de tirosina quinase. As moléculas de transdugdo de sinal podem
ser detectadas usando os métodos aqui descritos, com a excecéo de que todos
os trés anticorpos (isto é, o anticorpo de captura e ambos os anticorpos de
detec¢do) sdo direcionados para a mesma proteina, ou usando qualquer
método conhecido pelos versados na técnica. Além disso, as moléculas de
transducdo de sinal podem ser detectadas usando os ensaios de detecgdo
simples (isto ¢é, dois-anticorpos) descritos na publicagio PCT WO
2008/036802, aqui incorporada pela referéncia na sua integra com todos os
propositos. Em modalidades particulares, uma ou mais das moléculas de
transdu¢do de sinal presentes no extrato celular sdo detectadas junto com uma
ou mais proteinas de fusfo usando o imunoensaios e arranjos aqui descritos.

Em alguns exemplos, o extrato celular ¢ incubado com
anticorpos de captura ja limitados em um suporte sélido. Em outros exemplos,
o extrato celular € incubado primeiro com anticorpos de captura em solugdo, e
entdo colocado em contato com um suporte solido para imobilizar os analitos
capturados, por exemplo, por meio de rétulos de captura presentes nos
anticorpos de captura que interagem com agentes de captura ligados no
suporte solido.

Em algumas modalidades, os anticorpos de detecgdo sdo
incubados com analitos que estdo ligados aos anticorpos de captura em
solu¢do ou limitados em um suporte solido. Em certos exemplos, o extrato
celular compreendendo uma pluralidade de analitos € incubado primeiro com
os anticorpos de detecgcdo em solugdo, e a seguir colocado em contato com
anticorpos de captura em solug@o ou limitados em um suporte solido. Em

outros certos exemplos, o extrato celular compreendendo uma pluralidade de
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detecgdo em solu¢do, e entdo colocado em contato com um suporte solido
para imobilizar os complexos anticorpo-analito, por exemplo, por meio de
rétulos de captura presentes nos anticorpos de captura ou anticorpos de
detec¢do que interagem com agentes de captura ligados no suporte sdlido.
Antes da etapa de detecgdo, os complexos imobilizados podem ser lavados
para remover anticorpos ndo complexados, os complexos lavados podem ser
liberados sequencialmente a partir da superficie do suporte, e a canalizagdo
por proximidade com cada um dos analitos a ser ensaiado pode ser detectada
por um método adequado, da maneira aqui descrita.

Em modalidades onde a superficie do suporte compreende
agentes de captura limitados no arranjo, a etapa de incubacdo pode
compreender colocar o extrato celular que compreende uma pluralidade de
analitos em solu¢do em contato com os anticorpos de captura e anticorpos de
detecgdo, usando um excesso de todos os trés anticorpos para direcionar a
reagdo para finalizagdo. Em uma variagdo do método, os complexos
anticorpo-analito resultantes sdo afixados a uma fase sélida e lavados para
remover anticorpos ndo ligados. Da maneira representada na figura 2 da
publica¢do PCT WO 2008/036802, que ¢ aqui incorporada pela referéncia na
sua integra, com todos os propdsitos, o anticorpo de captura 1 pode
compreender um rotulo de captura 10. Os complexos sdo afixados a uma fase
solida 12 por meio de um agente de captura 11, que esta aderido a fase sélida
e se liga ao rétulo de captura, imobilizando por meio disso o complexo. O
complexo imobilizado ¢ lavado com um tampédo adequado, e entdo liberado
da fase solida pela adi¢do de um agente de liberag@o 13. O agente de liberagéo
pode funcionar por qualquer mecanismo que resulte na liberagdo do complexo
lavado. Em uma modalidade, o rétulo de captura compreende um sitio
clivavel que é reconhecido e clivado pelo agente de liberagdo. Em uma outra

modalidade, representada na figura 2, o agente de liberagdo compete com o
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captura pode ser um primeiro oligonucleotideo que hibridiza com um
oligonucleotideo parcialmente complementar (isto €, o rotulo de captura)
afixado ao anticorpo de captura, e o agente de liberagdo pode ser um
oligonucleotideo que é totalmente complementar ao agente de captura,
resultando em deslocamento de fita e liberagdo do complexo lavado a partir
da fase soélida. Outros exemplos de rétulos de captura/agentes de
captura/agentes de liberagdo adequados que podem ser usados incluem, mas
sem limitacdo, 2,4-dinitrofenol (DNP)/anticorpo anti-DNP/2,4-DNP lisina,
T2/ anticorpo anti-T3/T3, ouabaina/anticorpo anti-digoxina/digoxina e
detiobiotina/estreptavidina/biotina (ver, por exemplo, Ishikawa et al., J. Clin.
Lab Anal, 12:98-107 (1998)).

Apbs o complexo lavado ser liberado da fase soélida, ele ¢
tanto: (1) colocado em contato com uma superficie do suporte
compreendendo moléculas de captura limitadas no arranjo que liga
especificamente roétulos de captura no anticorpo de captura, quanto (2)
dissociado, e os anticorpos de detecgdo dissociados sdo colocados em contato
com uma superficie do suporte compreendendo agentes de captura que ligam
especificamente rotulos de captura nos anticorpos de detecc¢do. A figura 2 da
publicagdo PCT WO 2008/036802 representa a modalidade onde o complexo
lavado é dissociado, e os anticorpos de deteccdo dissociados sdo colocados
em contato com a superficie do suporte 14. A superficie do suporte
compreende uma pluralidade de moléculas de captura limitadas em um
arranjo "enderegavel" ou "codigo de localizagdo". Cada regido distinta do
arranjo compreende um agente de captura exclusivo 9 que se liga
especificamente ao rétulo de captura 8 presente no anticorpo, independente do
estado de ativa¢do de detecgdo 2, ou ao anticorpo dependente do estado de
ativacdo 3, limitando e organizando por meio disso os anticorpos de detecgdo

marcados com rotulo no arranjo. Em uma modalidade preferida, os agentes de

+ 74 4 ~ 1 L . « g
captura—e Totulos —de captura—sdo otigonucteotideos —que—ibridizam



10

15

20

25

97

especificamente uns nos outros. Os arranjos enderegaveis compreendendo
moléculas de captura de oligonucleotideo também sdo conhecidos na técnica
(ver, por exemplo, Keramas et al., Lab Chip, 4:152-158 (2004); Delrio-
Lafreniere et ai, Diag. Microbiol. Infect. Dis., 48:23-31 (2004)).

| A presenga dos anticorpos de detec¢do em cada regido distinta
do arranjo pode ser detectada direta ou indiretamente com uma fragfo, tal
como uma fracdo de facilitagdo ou um primeiro elemento de um par de
amplificagdo de sinal. Exemplos de fragdes que podem ser detectadas
diretamente incluem fluoréforos, croméforos, ouro coloidal, latex colorido,
etc¢. Em uma modalidade, ambas as fra¢des s8o selecionadas
independentemente com fluor6éforos. Qualquer par de fluoréforos que fornece
uma leitura distinguivel, embora em muita proximidade um com o outro, pode
ser usado tal como, por exemplo, Cy3/Cy5, Cy5/ficoertrina e similares.
Alternativamente, se um arranjo direcionavel de oligonucleotideo for usado,
ambas as fragdes podem ter o mesmo fluor6foro distribuido em diferentes
codigos de localizag@o. A microscopia confocal de varredura a laser pode ser
usada para detectar fragdes de fluoréforo que s@o aderidas no arranjo. Em
ensaios onde os complexos sdo liberados do arranjo antes da detecgdo, tais
como em ensaios de deslocamento de fitas, os métodos adequados para
detectar as fragSes de fluoréforo incluem fluorescéncia induzida a laser
confocal por fluxo capilar, nano-HPLC, eletroforese micro-capilar, etc.

Em algumas modalidades, os anticorpos independentes do
estado de ativagdo compreendem adicionalmente uma fracdo detectavel. Em
tais exemplos, a quantidade da fragdo detectavel esta correlacionada com a
quantidade de um ou mais dos analitos no extrato celular. Exemplos de
fragdes detectaveis incluem, mas sem limitagdo, marcas fluorescentes, marcas

quimicamente reativas, marcas enzimaticas, marcas radioativas e similares.

Preferivelmente, a fracdo detectdvel é um fluoréforo tal como um corante
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fluoresceina (FITC), Oregon Green™; rodamina, vermelho do Texas,
isotiocinato de tetrarodamina (TRITC), um fluor CyDye™ (por exemplo,
Cy2, Cy3, Cy5) e similares. A fracdo detectavel pode ser acoplada direta ou
indiretamente aos anticorpos independente do estado de ativacdo, usando os
métodos bem conhecidos na técnica.

Em certos exemplos, os anticorpos independentes do estado de
ativagdo sdo marcados diretamente com a fragdo de facilitagdo. A fragéo de
facilitagdo pode ser acoplada aos anticorpos independentes do estado de
ativagdo usando os métodos bem conhecidos na técnica. Uma fragdo de
facilitacdo adequada para uso na presente invengdo inclui qualquer molécula
capaz de gerar uma agente de oxidag@o que canaliza (isto €, ¢ direcionado
para) e reage com (isto é, liga-se, é ligado por, ou forma um complexo com)
uma outra molécula em proximidade (isto &, espacialmente proximo ou perto)
com a fragdo de facilitagdo. Exemplos de fra¢Ges de facilitagdo incluem, sem
limitagdo, enzimas tal como glicose oxidase (GO) ou qualquer outra enzima
que catalisa uma rea¢do de oxidagdo/reducdo que envolve o oxigé€nio
molecular (O,) como um aceptor de elétrons, e fotossintetizadores tais como
azul de metileno, rosa bengala, porfirinas, corantes esquarato, ftalocianinas e
similares. Os exemplos ndo limitantes de agentes de oxidag¢do incluem
peroxido de hidrogénio (H,O,), um oxigénio simples, e qualQuer outro
composto que transfere atomos de oxigénio ou ganha elétrons em uma reagdo
de oxidacdo/reducdo. Preferivelmente, na presenca de um substrato adequado
(por exemplo, glicose, luz, etc.), a fragdo de facilitagdo (por exemplo, glicose
oxidase, fotossensibilizador, etc.) gera um agente de oxidag@o (por exemplo,
peroxido de hidrogénio (H,O,), oxigénio simples, etc.) que canaliza e reage
com o primeiro elemento do par de amplificacdo de sinal (por exemplo,

peroxidase de rabano silvestre (HRP), hapteno protegido por um grupo

protetor, uma enzima inativada por ligacdo tioéter a um inibidor de enzima,
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A preparacio de moléculas de dextrano modificadas por
sulfidrila e seu uso na prepara¢do de conjugados entre um anticorpo e uma
fracdo de facilita¢do, tal como glicose oxidase (GO), € descrita na publicagédo
PCT WO 2009/108637, que € aqui incorporada pela referéncia na sua integra,
com todos 0s propdsitos.

Em outros certos exemplos, os anticorpos independentes do
estado de ativagdo sdo marcados indiretamente com a fragdo de facilitagdo,
por meio de hibridizag@o entre um oligonucleotideo ligante conjugado com os
anticorpos independentes do estado de ativagdo, e um oligonucleotideo ligante
complementar conjugado com a fragdo de facilitagdo. Os oligonucleotideos
ligantes podem ser acoplados a fracdo de facilitagdo ou aos anticorpos
independentes do estado de ativag@o usando os métodos bem conhecidos na
técnica. Em algumas modalidades, o oligonucleotideo ligante conjugado na
fracdo de facilitagdo apresenta 100 % de complementaridade com o
oligonucleotideo ligante conjugado nos anticorpos independentes do estado de
ativagdo. Em outras modalidades, o par de oligonucleotideo ligante
compreende pelo menos uma, duas, trés, quatro, cinco, seis, ou mais regidoes
de pareamento imperfeito, por exemplo, mediante hibridiza¢do em condigdes
de hibridiza¢do restritiva. Os versados na técnica entenderdo que os
anticorpos independentes do estado de ativagdo, especificos para diferentes
analitos, podem ser tanto conjugados no mesmo oligonucleotideo ligante
quanto em diferentes oligonucleotideos ligantes.

O tamanho dos oligonucleotideos ligantes que sdo conjugados
na fracdo de facilitagdo ou nos anticorpos independentes do estado de
ativacio pode varia. Em geral, a sequéncia ligante pode ter pelo menos cerca
de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75, ou 100 nucleotideos em tamanho.

Tipicamente, as sequéncias aleatorias de &cidos nucleicos sdo geradas por

acoplamento. Como um exemplo ndo limitante, uma biblioteca de
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contiguos distintos: um dominio espacgador, dominio de assinatura e dominio
de conjuga¢do. Preferivelmente, os oligonucleotideos ligantes sdo
determinados por acoplamento eficiente sem prejudicar a fungdo da fragdo de
facilitagdo ou anticorpos independentes do estado de ativagdo, nos quais sdo
conjugados.

As sequéncias de oligonucleotideos ligantes podem ser
determinadas para prevenir ou minimizar qualquer formagdo de estrutura
secundaria em uma variedade de condi¢Ges de ensaio. As temperaturas de
fusfo sdo tipicamente monitoradas de maneira cuidadosa, para cada segmento
no ligante, para permitir sua participagdo em todos os procedimentos do
ensaio. Em geral, a faixa de temperatura de fusdo do segmento da sequéncia
ligante ndo € maior que 5 °C. Os algoritmos de computador (por exemplo,
OLIGO 6.0) para determinar a temperatura de fusfo, estrutura secundaria, e
estrutura do tipo alga, em concentragdes idnicas definidas, podem ser usados
para analisar cada um dos trés dominios diferentes em cada ligante. As
sequéncias completas combinadas também podem ser analisadas com relagdo
a sua caracterizagfo estrutural e sua comparabilidade com outras sequéncias
de oligonucleotideos ligantes conjugados, por exemplo, se elas hibridizarem
em condi¢cBes de hibridizagdo restritiva em um oligonucleotideo ligante
complementar.

A regido espacadora do oligonucleotideo ligante fornece
separa¢do adequada do dominio de conjugagdo do sitio de reticulagdo do
oligonucleotideo. O dominio de conjugacdo funciona para ligar moléculas
marcadas com uma sequéncia complementar de oligonucleotideos ligantes no
dominio de conjugagdo por meio da hibridizacdo de acido nucleico. A
hibridiza¢do mediada por acido nucleico pode ser realizada tanto antes quanto

apds a formagio do complexo anticorpo-analito (isto €, antigeno), fornecendo

um formato de ensaio mais flexivel. Ao contrario de muitos métodos de
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que se ligam aos anticorpos ou outras moléculas apresentam impacto minimo
na afinidade especifica de anticorpos em seu analito alvo ou na fungdo das
moléculas conjugadas.

Em algumas modalidades, o dominio de sequéncia de
assinatura do oligonucleotideo ligante pode ser usado em um complexo de
ensaios de proteina multiplexada. Os multiplos anticorpos podem ser
conjugados com oligonucleotideos ligantes com diferentes sequéncias de
assinatura. Em imunoensaios multiplex, as sequéncias de oligonucleotideos
repOrteres marcadas com sondas apropriadas podem ser usadas para detectar
hibridizag¢do cruzada entre anticorpos e seus antigenos no formato de ensaio
multiplex.

Os oligonucleotideos ligantes podem ser conjugados aos
anticorpos ou outras moléculas usando varios métodos diferentes. Por
exemplo, os oligonucleotideos ligantes podem ser sintetizados com um grupo
tiol tanto na extremidade 5' quanto 3'. O grupo tiol pode ser desprotegido
usando agentes de redugdo (por exemplo, TCEP-HC1l) e os ligantes
resultantes podem ser purificados usando uma coluna de dessalinizagdo com
rotagdo. Os oligonucleotideos ligantes desprotegidos resultantes podem ser
conjugados com as aminas primdrias de anticorpos, ou outros tipos de
proteinas, usando reticuladores heterobifuncionais tal como SMCC.
Alternativamente, os grupos 5'-fosfato em oligonucleotideos podem ser
tratados com carbodiimida EDC soluvel em agua para formar ésteres de
fosfato, e ser subsequentemente acoplados & moléculas que contém amina.
Em certos exemplos, o diol no residuo 3'-ribose pode ser oxidado em grupos
aldeido e entdo conjugados aos grupos amina de anticorpos, ou outros tipos de
proteinas, usando aminag¢do redutiva. Em outros certos exemplos, o
oligonucleotideo ligante pode ser sintetizado com uma modificagdo de biotina

tanto na extremidade 3' quanto 5' e conjugado com moléculas marcadas com
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Os oligonucleotideos ligantes podem ser sintetizados usando
qualquer de uma variedade de técnicas conhecidas na tecnologia, tais como
aquelas descritas em Usman et al., J. Am. Chem. Soc, 109:7845 (1987); Scaringe
et al., Nucl. Acids Res., 18:5433 (1990); Wincott et al., Nucl. Acids Res.,
23:2677-2684 (1995); e Wincott et al., Methods Mol Bio., 74:59 (1997). Em
geral, a sintese de oligonucleotideos usa grupos de protecdo e de acoplamento de
acido nucleico comuns, tais como dimetoxitritil na extremidade 5' e fosforamiditas
na extremidade 3'. Os reagentes adequados para sintese de oligonucleotideo,
métodos para desprotecdo de acido nucleico, e métodos para purificagdo de acido
nucleico sdo conhecidos pelos versados na técnica.

A preparagdo e uso dos anticorpos conjugados ao
oligonucleotideo para detecgfio simultdnea de analitos totais e fosforilados €
descrita na publicagdo PCT WO 2008/036802, que é aqui incorporada pela
referéncia na sua integra, com todos os propositos.

Em certos exemplos, os anticorpos dependentes do estado de
ativacdo sdo marcados diretamente com o primeiro elemento do par de
amplificacdo de sinal. O elemento do par de amplificagdo de sinal pode ser
acoplado aos anticorpos dependentes do estado de ativagdo usando os
métodos bem conhecidos na técnica. Em outros certos exemplos, os
anticorpos dependentes do estado de ativacdo sdo marcados indiretamente
com o primeiro elemento do par de amplificagdo de sinal, por meio de ligagdo
entre um primeiro elemento de um par de ligagdo conjugado com os
anticorpos dependentes do estado de ativagdo e um segundo elemento do par
de ligagdo conjugado com o primeiro elemento do par de amplificacdo de
sinal. Os elementos do par de ligagdo (por exemplo, biotina/estreptavidina)
podem ser acoplados ao elemento do par de amplificagdo de sinal, ou aos

anticorpos dependentes do estado de ativagdo, usando os métodos bem

conhecidos na técnica. Exemplos de elementos de par de amplificagdo de




10

15

20

25

103

silvestre (HRP), catalase, cloroperoxidase, citocromo, peroxidase, eosindfilo
peroxidase, glutationa peroxidase, lactoperoxidase, mieloperoxidase, tiredide
peroxidase, deiodinase e similares. Outros exemplos de elementos de par de
amplificagdo de sinal incluem haptenos protegidos por um grupo protetor e
enzimas inativadas por ligagdo tioéter a um inibidor de enzima.

Os anticorpos de captura, anticorpos independentes do estado
de ativa¢do, e anticorpos dependentes do estado de ativagdo sdo tipicamente
selecionados para minimizar a competi¢do entre eles, com rela¢fo a ligacdo
do analito (isto é, todos os anticorpos podem se ligar simultaneamente as suas
proteinas de fuso ou moléculas de transdugéo de sinal correspondentes).

Em um exemplo de canalizacdo por proximidade, a fragdo de
facilitagdo é glicose oxidase (GO) e o primeiro elemento do par de
amplificag@o de sinal é peroxidase de rabano silvestre (HRP). Quando a GO ¢
colocado em contato com um substrato tal como glicose, gera um agente de
oxidagfo (isto é, perdoxido de hidrogénio (H,0,)). Se HRP estiver em
canalizagdo por proximidade com o GO, o H,O, gerado pelo GO ¢ canalizado
e complexa com a HRP para formar um complexa HRP-H,O, que, na
presenca do segundo elemento do par de amplificag@o de sinal (por exemplo,
um substrato quimioluminescente, tal como luminol ou isoluminol, ou um
substrato fluorogénico tal como tiramida (por exemplo, biotina-tiramida),
acido homovanilico, ou 4&cido 4-hidroxifenil acético), gera um sinal
amplificado. Os métodos de usar GO ¢ HRP em um ensaio de proximidade
sdo descritos, por exemplo, em Langry et al., U.S. Dept. de Energy Report
No. UCRL-ID- 136797 (1999). Quando biotina-tiramida ¢ usada como o
segundo elemento do par de amplificagdo de sinal, o complexa HRP-H,0O,
oxida a tiramida para gerar um radical de tiramida reativa que se liga

covalentemente proximo aos residuos nucleofilicos. A tiramida ativada € tanto

detectada diretamente quanto detectada mediante a adi¢do de um reagente de
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estreptavidina ou uma combinagdo de uma peroxidase marcada com
estreptavidina e um reagente cromogénico. Exemplos de fluoréforos
adequados para uso na presente inven¢do incluem, mas sem limitagcdo, um

® 555), fluoresceina,

corante Alexa Fluor® (por exemplo, Alexa Fluor
isotiocianato de fluoresceina (FITC), Oregon Green™; rodamina, vermelho
Texas, isotiocianato de tetrarodamina (TRITC), um fldor CyDye™ (por
exemplo, Cy2, Cy3, Cy5) e similares. A marca com estreptavidina pode ser
acoplada direta ou indiretamente no fluor6foro ou peroxidase usando os
métodos bem conhecidos na técnica. Os exemplos ndo limitantes de reagente
cromogénicos adequados para uso na presente invengdo incluem 3,3',5,5'-
tetrametilbenzidina (TMB), 3,3'-diaminobenzidina (DAB), acido 2,2'-azino-
bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS), 4-cloro-1-naptol (4CN) e/ou
porfirinogénio.

Em um outro exemplo de canalizagdo por proximidade, a
fragdo de facilitagdo € um fotossensibilizador, e o primeiro elemento do par
de amplificacdo de sinal é uma grande molécula marcada com multiplos
haptenos que sdo protegidos por grupos protetores, que previnem a ligacdo
dos haptenos a um parceiro de ligagdo especifico (por exemplo, ligante,
anticorpo, etc.). Por exemplo, o elemento do par de amplificagdo de sinal
pode ser uma molécula de dextrano marcada com moléculas de biotina
protegida, coumarina e/ou fluoresceina. Os grupos protetores adequados
incluem, mas sem limitagdo, grupos protetores de fendxi, analino, olefina,
tioéter, e selenoéter. Os fotossensibilizadores adicionais e moléculas
protegidas de hapteno, adequados para uso nos ensaios de proximidade da
presente invengdo, sdo descritos na patente U.S. 5.807.675. Quando o
fotossensibilizador é excitado com luz, gera um agente de oxidagdo (isto &,

oxigénio simples). Se as moléculas de hapteno estiverem em canalizag@o por

proximidade com o fotossensibilizador, o oxigénio simples gerado pelo




10

15

20 -

25

105

dos haptenos para produzir grupos carbonila (cetonas ou aldeidos) e acido
sulfinico, liberando os grupos protetores dos haptenos. Os haptenos ndo
protegidos ficam entdo disponiveis para se ligar especificamente no segundo
elemento do par de amplificagcdo de sinal (por exemplo, um parceiro de
ligacdo especifico que pode gerar um sinal detectavel). Por exemplo, quando
o hapteno € biotina, o parceiro de ligacdo especifico pode ser uma
estreptavidina marcada com uma enzima. As enzimas exemplares incluem
fosfatase alcalina, /3-galactosidase, HRP, etc. Apos a lavagem para remover
reagentes ndo ligados, o sinal detectavel pode ser gerado adicionando um
substrato detectavel (por exemplo, fluorescente, quimioluminescente,
cromogeénico, etc.) da enzima, e ser detectado usando métodos adequados e
instrumentagdo conhecida na técnica. Alternativamente, o sinal detectavel
pode ser amplificado usando amplificagdo de sinal de tiramida, e a tiramida
ativada pode ser detectada tanto diretamente quanto detectada mediante
adicdo de um reagente de detec¢do de sinal, da maneira descrita
anteriormente.

Ainda em um outro exemplo de canaliza¢do por proximidade,
a fragdo de facilitagdo € um fotossensibilizador, e o primeiro elemento do par
de amplificagdo de sinal é um complexo enzima-inibidor. A enzima e o
inibidor (por exemplo, dextrano marcado com acido fosfonico) sio ligados
juntos por um ligante clivavel (por exemplo, tioéter). Quando o
fotossensibilizador é excitado com a luz, gera um agente de oxidagdo (isto &,
oxigénio simples). Se o complexo enzima-inibidor estiver em canaliza¢do por
proximidade com o fotossensibilizador, o oxigénio simples gerado pelo
fotossensibilizador € canalizado e reage com o ligante clivavel, liberando o
inibidor da enzima, ativando por meio disso a enzima. Um substrato de
enzima € adicionado para gerar um sinal detectavel ou, alternativamente, um

reagente de amplificagdo ¢ adicionado para gerar um sinal amplificado.
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Em um exemplo adicional de canaliza¢do por proximidade, a
fragdo de facilitacdo é HRP, o primeiro elemento do par de amplificagdo de
sinal € um hapteno protegido ou um complexo enzima-inibidor da maneira
descrita anteriormente, € 0s grupos protetores compreendem p-alcoxi fenol. A
adigdo de fenilenodiamina e H,O, gera uma fenilenodiimina reativa que
canaliza no hapteno protegido ou no complexo enzima-inibidor, e reage com
grupos protetores p-alcoxi fenol para produzir haptenos expostos ou uma
enzima reativa. O sinal amplificado é gerado e detectado da maneira descrita
anteriormente (ver, por exemplo, patente U.S. 5.532.138 e 5.445.944).

Os versados na técnica entenderdo que parceiros de ligacéo,
sem ser os anticorpos, podem ser usados para imobilizar e/ou detectar um ou
mais analitos de um extrato celular de acordo com os ensaios de proximidade
(isto €, trés-anticorpos) aqui descritos. Os exemplos ndo limitantes de tais
parceiros de ligag¢do incluem ligantes ou receptores do analito, substratos do
analito, dominios de ligacdo (por exemplo, PTB, SH2, etc.), aptdmeros e
similares.

Um protocolo exemplar para realizar os ensaios de
proximidade aqui descritos € fornecido no exemplo 1.

Em uma outra modalidade, a presente invengdo fornece estojos
para realizar os ensaios de proximidade descritos anteriormente
compreendendo: (a) uma diluicdo em série de uma pluralidade de anticorpos
de captura limitados em um suporte sélido e (b) uma pluralidade de
anticorpos de detec¢do (por exemplo, anticorpos independentes do estado de
ativacdo e anticorpos dependentes do estado de ativagdo). Em alguns
exemplos, os estojos podem conter adicionalmente instrugdes para métodos
de usar o estojo para detectar os estados de ativagdo de uma ou uma

pluralidade de proteinas de fusdo, e/ou moléculas de transducdo de sinal. Os

estojos também podem conter qualquer dos reagentes adicionais descritos
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invencgdo, tais como, por exemplo, primeiro e segundo elementos do par de
amplificagdo de sinal, reagentes de amplificacdo de sinal de tiramida,
substratos para a frag@o de facilitagdo, tampdes de lavagem, etc.

IV. Construcio de arranjos de anticorpo

Em certos aspectos, a presente invengdo fornece arranjos a
base de anticorpo para detectar o estado de ativagdo de uma ou uma
pluralidade de proteinas de fusdo, em um extrato celular, usando uma dilui¢éo
em série de anticorpos de captura limitados em um suporte sélido. Os arranjos
usados nos ensaios da presente invengdo compreendem tipicamente uma
pluralidade de um ou mais diferentes anticorpos de captura, em uma faixa de
concentragdes de anticorpo de captura que sdo acoplados na superficie de um
suporte s6lido em diferentes locais enderecgéveis.

O suporte so6lido pode compreender qualquer substrato
adequado para imobilizar proteinas. Os exemplos de suportes sélidos incluem,
mas sem limitagdo, vidro (por exemplo, uma ldmina de vidro), plastico,
chipes, pinos, filtros, contas (por exemplo, contas magnéticas, contas de
poliestireno, etc.), papel, membranas, feixes de fibras, géis, metal, cerdmicas e
similares. Membranas, tais como as de nailon (Biotrans™, ICN Biomedicals,

Inc. (Costa Mesa, CA); Zeta-Probe®, Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA)),

~ nitrocelulose (Protran®, Whatman Inc. (Florham Park, NJ)) e PVDF

(Immobilon™, Millipore Corp. (Billerica, MA)), sdo adequadas pata uso
como suportes solidos nos arranjos da presente invengdo. Preferivelmente, os
anticorpos de captura sfo limitados em laminas de vidro revestidas com um
polimero de nitrocelulose, por exemplo, 1dminas FAST®, que sdo disponiveis
comercialmente pela Whatman Inc. (Florham Park, NJ).

Os aspectos particulares do suporte sélido que s@o desejaveis
incluem a capacidade de se ligar a grandes quantidades de anticorpos de

captura, a capacidade de se ligar aos anticorpos de captura com desnaturagdo

mintma;—e-a-incapacidade de se ligar 4 outras proteinas. Um outro aspecto
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adequado é que o suporte solido possa exibir "capilaridade" minima quando
as solugdes de anticorpo que contém anticorpos de captura forem aplicadas no
suporte. Um suporte sélido com capilaridade minima permite que pequenas
aliquotas de solugéo de anticorpo de captura aplicadas no suporte resultem em
manchas pequenas e definidas de anticorpo imobilizado de captura.

Os anticorpos de captura sdo tipicamente limitados direta ou
indiretamente (por exemplo, por meio de rétulos de captura) no suporte sélido
por meio de interagdes covalentes ou ndo covalentes (por exemplo, ligagdes
idnicas, intera¢Bes hidrofébicas, ligagdes de hidrogénio, forgas de Van der
Waals, liga¢bes dipolo-dipolo). Em algumas modalidades, os anticorpos de
captura sfo afixados covalentemente no suporte sélido usando um reticulador
homobifuncional ou heterobifuncional, usando métodos e condi¢Oes de
reticulagdo padrio. Os reticuladores adequados s3o disponiveis
comercialmente de fornecedores tal como, por exemplo, Pierce Biotechnology
(Rockford, IL).

Os métodos para gerar os arranjos da presente invengdo
incluem, mas sem limitagdo, qualquer técnica usada para construir arranjos de
proteina ou 4cido nucleico. Em algumas modalidades, os anticorpos de
captura sfo identificados em um arranjo usando um microidentificador, que
sdo tipicamente impressoras robdticas equipadas com pinos divididos, pinos
cegos ou impressdes. Os sistemas roboéticos adequados para imprimir oS
arranjos de anticorpo aqui descritos incluem o rob6 PixSys 5000 (Cartesian
Technologies; Irvine, CA) com pinos divididos ChipMaker2 (TeleChem
International; Sunnyvale, CA), bem como outras impressoras roboticas
disponiveis pela BioRobics (Wobum, MA) e Packard Instrument Co.
(Meriden, CT). Preferivelmente, pelo menos 2, 3, 4, 5, ou 6 réplicas de cada
diluigdo de anticorpo de captura sdo identificadas no arranjo.

Um outro método para gerar os arranjos de anticorpo da
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diluicdo de anticorpo de captura em cada posi¢do do arranjo selecionado,
colocando um dispensador de capilar em um suporte sélido nas condigdes
eficientes para puxar um volume de liquido definido no suporte, em que este
processo € repetido usando diluicdes de anticorpo de captura selecionado em
cada posi¢do de arranjo selecionado para criar um arranjo completo. O
método pode ser praticado para formar uma pluralidade de tais arranjos, onde
a etapa de deposicdo de solugdo € aplicada a uma posicdo selecionada em
cada um de uma pluralidade de suportes solidos, em cada ciclo repetido. Uma
descricdo adicional de um método como este pode ser encontrada, por
exemplo, na patente U.S. 5.807.522.

Em certos exemplos, os dispositivos para impressdo em papel
podem ser usados para gerar os arranjos de anticorpo da presente invengao.
Por exemplo, a dilui¢gdo do anticorpo de captura desejado pode ser carregada
na cabeca de impressdo de uma impressora jato de tinta doméstica e impressa
em um suporte solido adequado (ver, por exemplo, Silzel et al., Clin. Chem.,
44:2036-2043 (1998)).

Em algumas modalidades, o arranjo gerado no suporte soélido
apresenta uma densidade de pelo menos cerca de 5 pontos/cm’, e
preferivelmente pelo menos cerca de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100,
110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 250, 275,
300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800,
850, 900, 950, 1.000, 2.000, 3.000, 4.000, 5.000, 6.000, 7.000, 8.000 ou
9.000, ou 10.000 pontos/cm>. |

Em certos exemplos, os pontos no suporte solido representam
cada qual um anticorpo de captura diferente. Em outros certos exemplos,
pontos multiplos no suporte sélido representam o mesmo anticorpo de
captura, por exemplo, como uma dilui¢do em série que compreende uma série

de concentragdes decrescentes de anticorpo de captura.
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Os exemplos adicionais de métodos para preparar e construir
arranjos de anticorpo em suportes solidos sdo descritos nas patentes U.S.
6.197.599, 6.777.239, 6.780.582, 6.897.073, 7.179.638 e 7.192.720,
publicagdes de patente U.S. 20060115810, 20060263837, 20060292680 e
20070054326; e Varnum et al., Methods Mol. Biol., 264: 161-172 (2004).

Os métodos para examinar os arranjos de anticorpo sio
conhecidos na técnica e incluem, sem limitagdo, qualquer técnica usada para
examinar os arranjos de proteina ou acido nucleico. Os examinadores de
microarranjo adequados para uso na presente invengdo sdo disponiveis a partir
de PerkinElmer (Boston, MA), Agilent Technologies (Palo Alto, CA),
Applied Precision (Issaquah, WA), GSI Lumonics Inc. (Billerica, MA), e
Axon Instruments (Union City, CA). Como um exemplo ndo limitante, um
GSI ScanArray 3000 para detecgdo de fluorescéncia pode ser usado com
software ImaGene para quantificagéo.

V. Selecao de medicamento e otimizacio para terapia de
cancer

Em certos aspectos, a presente inven¢do fornece métodos para
a sele¢do de terapias apropriadas para infrarregular ou interromper uma ou
mais vias de sinalizag¢do desreguladas. Em outros certos aspectos, a presente
invengdo fornece métodos para otimizar a terapia e/ou reduzir a toxicidade em
um sujeito com cancer e que recebe um periodo de terapia para o tratamento
de cancer. Assim, a presente invengdo pode ser usada para facilitar a
determinagdo de terapias personalizadas, com base na assinatura molecular
particular fornecida pela colegdo de proteinas de fusdo oncogénicas ativadas
e/ou proteinas de transdugfio de sinal em um dado cancer ou tumor do
paciente.

Dessa maneira, em um aspecto particular, a presente invengdo

fornece um método para otimizar a terapia e/ou reduzir a toxicidade em um
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sujeito com cancer, e que recebe um periodo de terapia para o tratamento de
cancer, o método compreendendo:

(a) isolar células de cancer apdés a administragdo de um
medicamento anti-cancer (por exemplo, um ou mais inibidores de tirosina
quinase tal como Gleevec®, Tasigna®, Sprycel®, etc.);

(b) lisar as células isoladas para produzir um extrato celular;

(c) medir um nivel de expressdo e/ou ativagdo (por exemplo,
fosforilagdo) de uma proteina de fusdo oncogénica no extrato celular, usando
um ensaio aqui descrito; e

(d) comparar o nivel medido de expressdo e/ou ativagdo da
proteina de fus@o oncogénica com um nivel de expressdo e/ou ativagdo da
proteina de fusdo oncogénica, medido em um momento anterior, durante o
periodo da terapia; e

(e) determinar uma dose subsequente do periodo da terapia
para o sujeito, ou se um periodo da terapia diferente pode ser administrado ao
sujeito com base na comparagéo da etapa (d).

Em modalidades particulares, tanto os niveis de proteina de
fusdo oncogénica total quanto ativada (por exemplo, fosforilada) (por
exemplo, BCR-ABL) sdo medidos no extrato celular, de acordo com os
ensaios a base de anticorpo da presente invengdo, e uma razdo dos niveis de
proteina de fusdo oncogénica ativada para total (por exemplo, razdo dos niveis
de proteina BCR-ABL fosfo/total) pode ser calculada e usada para avaliar o
periodo da terapia para um sujeito, por exemplo, comparando a razdo dos
niveis de proteina de fusdo oncogénica fosfo/total com uma mesma razdo
calculada para o sujeito em um estagio inicial (por exemplo, em um estagio
inicial, embora em terapia com medicamento anti-cancer, ou em um periodo
de tempo antes da terapia com medicamento anti-cancer).

Em um aspecto relacionado, a presente invengdo fornece um

método-para-otimizar a terapia e/ou reduzir a toxicidade em um sujeito com
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cancer, ¢ que recebe um periodo de terapia para o tratamento de cancer, o
método compreendendo:

(a) isolar células de cancer ap6s a administracdo de um
medicamento anti-cancer (por exemplo, um ou mais inibidores de tirosina
quinase tal como Gleevec®, Tasigna®, Sprycel®, etc.);

(b) lisar as células isoladas para produzir um extrato celular;

(c) medir um nivel de expressdo e/ou ativagdo (por exemplo,
fosforilagdo) de uma proteina de fusdo oncogénica e uma ou mais moléculas
de transdugdo de sinal em sua via no extrato celular, usando um ensaio aqui
descrito; e

(d) comparar o nivel medido de expressdo e/ou ativagdo da
proteina de fusdo oncogénica e moléculas de transdugdo de sinal com um
nivel de expressdo e/ou ativagdo da proteina de fusfo oncogénica e moléculas
de transdugdo de sinal, medido em um momento inicial durante o periodo da
terapia; e

(e) determinar uma dose subsequente do periodo da terapia
para o sujeito, ou se um periodo da terapia diferente pode ser administrado ao
sujeito com base na comparagéo da etapa (d).

Em modalidades particulares, tanto os niveis de proteina de
fusdo oncogénica total quanto ativada (por exemplo, fosforilada) (por
exemplo, BCR-ABL), e os niveis de componente da via de transdugdo de
sinal (por exemplo, CRKL, JAK2, STATS), sdo medidos no extrato celular,
de acordo com os ensaios a base de anticorpo da presente invengdo, e uma
razdo dos niveis de proteina de fusdo oncogénica ativada para total (por
exemplo, razdo dos niveis de proteina BCR-ABL fosfo/total) e uma razio de
niveis de componente da via de transducdo de sinal total para ativado (por
exemplo, razdo dos niveis de proteina CRKL, JAK2, ou STATS fosfo/total)
podem ser calculadas e usadas para avaliar o periodo da terapia para um

sujeito;por-exemplo,comparando _a razfo dos niveis de proteina de fusdo
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oncogénica fosfo/total, e do componente da via de transdugdo de sinal, com
uma mesma razdo calculada para o sujeito em um estagio inicial (por
exemplo, em um estagio inicial, embora em terapia com medicamento anti-
cancer, ou em um periodo de tempo antes da terapia com medicamento anti-
cancer).

Em um outro aspecto, a presente invengdo fornece um método
para selecionar um medicamento anti-cdncer adequado para o tratamento de
um cancer, o0 método compreendendo:

(a) isolar células de um cancer apds a administragdo de um
medicamento anti-cancer, ou antes da incuba¢do com um medicamento anti-
cancer;

(b) lisar as células isoladas para produzir um extrato celular;

(c) determinar um nivel de expressdo e/ou ativagdo (por
exemplo, fosforilagdo) de uma proteina de fusdo oncogénica no extrato
celular, usando um ensaio aqui descrito; e

(d) determinar se o medicamento anti-cAncer é adequado ou
inadequado para o tratamento do céncer, comparando o nivel de expressio
e/ou ativagdo detectado para a proteina de fusdo oncogénica com um perfil de
expressdo e/ou ativacdo de referéncia gerado na auséncia do medicamento
anti-cancer.

Em uma modalidade preferida, o método para selecionar um
medicamento anti-cdncer adequado para o tratamento de um célncer
compreende:

(a) 1solar células de um céancer apos a administra¢do de um
medicamento anti-cancer, ou antes da incubagdo com um medicamento anti-
cancer;

(b) lisar as células isoladas para produzir um extrato celular;

(c) determinar um nivel de expressdo e/ou ativa¢do (por

exemplo,—fosforilacio) de uma proteina de fusio oncogénica no extrato
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celular usando um ensaio compreendendo uma dilui¢do em série de
anticorpos de captura especificos para a proteina de fusdo oncogénica, em que
os anticorpos de captura séo limitados em um suporte solido;

(d) comparar o nivel de expresséo e/ou ativagdo detectado para
a proteina de fusdo oncogénica com um perfil de expressdo e/ou ativagdo de
referéncia gerado na auséncia do medicamento anti-cancer; e

(e) indicar se o medicamento anti-cancer ¢ adequado para o
tratamento do céncer quando o nivel de expressdo e/ou ativagdo detectado
para a proteina de fusdo oncogénica for alterado (por exemplo,
substancialmente diminuido), comparado ao perfil de expressdo e/ou ativagio
de referéncia.

Em certos exemplos, a modalidade preferida pode
compreender adicionalmente, isto ¢, como etapa (f), ou compreender
alternativamente, isto €, como etapa (e), a etapa de indicar se 0 medicamento
anti-cancer ¢ inadequado para o tratamento do cancer quando o nivel de
expressdo e/ou ativagdo detectado para a proteina de fusdo oncogénica néo for
alterado (por exemplo, ndo for substancialmente diminuido), comparado ao
perfil de expressdo e/ou ativagdo de referéncia. Em outros exemplos, uma ou
mais moléculas de transdugdo de sinal presentes no extrato celular sdo
detebtadas, além de uma ou mais proteinas de fusdo oncogénicas, € o
medicamento anti-cancer € determinado para ser adequado ou inadequado
com base neste "perfil molecular".

Em modalidades particulares, tanto os niveis de proteina de
fusdo oncogénica total quanto ativada (por exemplo, fosforilada) (por
exemplo, BCR-ABL) s8o medidos no extrato celular, de acordo com os
ensaios a base de anticorpo da presente invengdo, ¢ uma razdo dos niveis de
proteina de fusdo oncogénica ativada para total (por exemplo, razdo dos niveis
de proteina BCR-ABL fosfo/total) pode ser calculada e usada para determinar

se-o-medicamento anti-cancer ¢ adequado ou inadequado para o tratamento do
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cancer, por exemplo, comparando a razéo dos niveis de proteina de fusdo
oncogénica fosfo/total com uma mesma razdo calculada com base nos perfis
de expressdo e ativagdo de referéncia, que foram gerados na auséncia do
medicamento anti-cancer.

5 Em um outro aspecto, a presente invencdo fornece um método
para identificar a resposta de um céancer ao tratamento com um medicamento
anti-cancer, o método compreendendo:

(a) 1solar células de um céncer ap6s a administracdo de um
medicamento anti-cancer, ou antes da incuba¢do com um medicamento anti-

10  céancer;

(b) lisar as células isoladas para produzir um extrato celular;
(c) determinar um nivel de expressdo e/ou ativagdo (por

. exemplo, fosforilagdo) de uma proteina de fusdo oncogénica no extrato

celular, usando um ensaio aqui descrito; e

15 (d) identificar o cncer como responsivo ou nfo responsivo ao
tratamento com o medicamento anti-cancer, comparando o nivel de expressio
e/ou ativagdo detectado para a proteina de fusdo oncogénica com um perfil de
expressdo e/ou ativacdo de referéncia gerado na auséncia do medicamento
anti-cancer.

20 Em uma modalidade preferida, o método para identificar a
resposta de um céncer ao tratamento com um medicamento anti-cincer
compreende:

(a) isolar células de um cancer apds a administra¢gio de um
medicamento anti-cncer, ou antes da incubagdo com um medicamento anti-

25 cancer;

(b) lisar as células isoladas para produzir um extrato celular;
(c) determinar um nivel de expressdo e/ou ativagdo (por

exemplo, fosforilagdo) de uma proteina de fusdo oncogénica no extrato

———celular,—usando um_ensaio que compreende uma diluicdo em série de
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anticorpos de captura especificos para a proteina de fusdo oncogénica, em que
os anticorpos de captura sdo limitados em um suporte sélido;

(d) comparar o nivel de expressdo e/ou ativagdo detectado para
a proteina de fusdo oncogénica com um perfil de expressdo e/ou ativagdo de
referéncia gerado na auséncia do medicamento anti-cancer; e

(e) indicar se o cancer € responsivo ao tratamento com o
medicamento anti-cancer quando o nivel de expressdo e/ou ativagdo detectado
para a proteina de fusdo oncogénica for alterado (por exemplo,
substancialmente diminuido), comparado com o perfil de expressdo e/ou
ativacdo de referéncia.

Em certos exemplos, a modalidade preferida pode
compreender adicionalmente, isto €, como etapa (f), ou compreender
alternativamente, isto €, como etapa (€), a etapa de indicar se o cancer é ndo
responsivo ao tratamento com o medicamento anti-cancer quando o nivel de
expressdo e/ou ativacdo detectado para a proteina de fusdo oncogénica néo for
alterado (por exemplo, ndo for substancialmente diminuido), comparado ao
perfil de expressdo e/ou ativagdo de referéncia. Em outros exemplos, uma ou
mais moléculas de transducdo de sinal presentes no extrato celular sio
detectadas, além de uma ou mais proteinas de fusdo oncogénicas, e o cancer é
identificado como responsivo ou ndo responsivo ao tratamento com base neste
"perfil molecular".

Em modalidades particulares, tanto os niveis de proteina de
fusdo oncogénica total quanto ativada (por exemplo, fosforilada) (por
exemplo, BCR-ABL) s3o medidos no extrato celular, de acordo com os
ensaios a base de anticorpo da presente invencdo, e uma razdo dos niveis de
proteina de fusdo oncogénica ativada para total (por exemplo, razdo dos niveis
de proteina BCR-ABL fosfo/total) pode ser calculada e usada para identificar

se o cancer é responsivo ou ndo responsivo ao tratamento com o medicamento

ant-edneer;por-exemplo, comparando a razio dos niveis de proteina de fusdo
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oncogénica fosfo/total com uma mesma razdo calculada com base nos perfis
de expressdo e ativagdo de referéncia, que foram gerados na auséncia do
medicamento anti-cancer.

Ainda em um outro aspecto, a presente inven¢do fornece um
método para prever a resposta de um sujeito com céncer ao tratamento com
um medicamento anti-cancer, o método compreendendo:

(a) isolar células de um céancer apds a administragdo de um
medicamento anti-cancer, ou antes da incuba¢do com um medicamento anti-
cancer;

(b) lisar as células isoladas para produzir um extrato celular;

(c) determinar um nivel de expressdo e/ou ativagdo (por
exemplo, fosforilagdo) de uma proteina de fusdo oncogénica no extrato
celular, usando um ensaio aqui descrito; e

(d) prever a probabilidade com a qual o sujeito respondera ao
tratamento com o medicamento anti-cancer, comparando o nivel de expressio
e/ou ativacdo detectado para a proteina de fusdo oncogénica com um perfil de
expressdo e/ou ativagdo de referéncia, gerado na auséncia do medicamento
anti-cancer.

Em uma modalidade preferida, o método para prever a
resposta de um sujeito com céncer ao tratamento com um medicamento anti-
cancer compreende:

(a) isolar células de um cancer apés a administragdo de um
medicamento anti-cancer, ou antes da incuba¢do com um medicamento anti-
cancer;

(b) lisar as células isoladas para produzir um extrato celular;

(c) determinar um nivel de expressdo e/ou ativa¢do (por
exemplo, fosforilagdo) de uma proteina de fusdo oncogénica no extrato

celular, usando um ensaio compreendendo uma diluigdo em série de
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anticorpos de captura especificos para a proteina de fusdo oncogénica, em que
os anticorpos de captura sdo limitados em um suporte sé6lido;

(d) comparar o nivel de expressédo e/ou ativacdo detectado para
a proteina de fusdo oncogénica com um perfil de expressdo e/ou ativagdo de

5  referéncia, gerado na auséncia do medicamento anti-cancer; e

(¢) indicar se o sujeito provavelmente respondera ao
tratamento com o medicamento anti-cdncer quando o nivel de expressdo e/ou
ativagdo detectado para a proteina de fusdo oncogénica for alterado (por
exemplo, substancialmente diminuido), comparado ao perfil de expressdo

10  e/ou ativagdo de referéncia.
Em certos exemplos, a modalidade preferida pode
compreender adicionalmente, isto €, como etapa (f), ou compreender
. alternativamente, isto é, como etapa (e), a etapa de indicar se o sujeito
provavelmente néo respondera ao tratamento com o medicamento anti-cancer,
15 quando o nivel de expressdo e/ou ativag@o detectado para a proteina de fuséo
oncogénica ndo for alterado (por exemplo, nfo for substancialmente
diminuido), comparado ao perfil de expressdo e/ou ativagdo de referéncia. Em
outros exemplos, uma ou mais moléculas de transducdo de sinal presentes no
extrato celular sdo detectadas, além de uma ou mais proteinas de fusio
20" . oncogénicas, e a probabilidade de que o sujeito responderd ao tratamento €
prevista com base neste "perfil molecular".

Em modalidades particulares, tanto os niveis de proteina de
fusdo oncogénica total quanto ativada (por exemplo, fosforilada) (por
exemplo, BCR-ABL) sfo medidos no extrato celular, de acordo com os

25  ensaios a base de anticorpo da presente invencdo, € uma razdo dos niveis de
proteina de fusdo oncogénica ativada para total (por exemplo, razdo dos niveis
de proteina BCR-ABL fosfo/total) pode ser calculada e usada para prever se o

sujeito apresentara uma probabilidade de responder ao tratamento com o

——————medieamento-anti-cancer, por exemplo, comparando a razéo dos niveis de
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proteina de fusdo oncogénica fosfo/total com uma mesma razdo calculada
com base nos perfis de expressdo e ativagdo de referéncia, que foram gerados
na auséncia do medicamento anti-cancer.

Em um aspecto adicional, a presente inveng¢do fornece um

método para determinar se um sujeito com céncer € resistente ao tratamento - -

com um medicamento anti-cancer, o método compreendendo:

(a) isolar células de um céancer apds a administragdo de um
medicamento anti-cincer, ou antes da incubagdo com um medicamento anti-
cancer;

(b) lisar as células isoladas para produzir um extrato celular;

(¢) determinar um nivel de expressdo e/ou ativagdo (por
exemplo, fosforilagdo) de uma proteina de fusdo oncogénica no extrato
celular, usando um ensaio aqui descrito; e

(d) determinar se o sujeito € resistente ou sensivel ao
tratamento com o medicamento anti-cancer, comparando o nivel de expresséo
e/ou ativagdo detectado para a proteina de fusdo oncogénica com um perfil de
expressdo e/ou ativagdo de referéncia, gerado na auséncia do medicamento
anti-cAncer ou na presenga do medicamento anti-cancer em um estagio inicial.

Em uma modalidade preferida, o método para determinar se
um sujeito com cancer é resistente ao tratamento com um medicamento anti-
cancer compreende:

(a) isolar células de um cancer ap6s a administracdo de um
medicamento anti-cancer, ou antes da incuba¢do com um medicamento anti-
cancer;

(b) lisar as células isoladas para produzir um extrato celular;

(¢) determinar um nivel de expressdo e/ou ativagdo (por
exemplo, fosforilagdo) de uma proteina de fusdo oncogénica no extrato

celular, usando um ensaio compreendendo uma diluigdo em série de
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anticorpos de captura especificos para a proteina de fusdo oncogénica, em que
os anticorpos de captura sdo limitados em um suporte sélido;

(d) comparar o nivel de expressdo e/ou ativagdo detectado para
a proteina de fusdo oncogénica com um perfil de expressdo e/ou ativagdo de
referéncia, gerado na auséncia do medicamento anti-cancer ou na presenga do
medicamento anti-cdncer em um estagio inicial; e

(e) indicar se o sujeito é resistente ao tratamento com o
medicamento anti-cancer quando o nivel de expressdo e/ou ativac¢do detectado
para a proteina de fusdo oncogénica ndo for alterado (por exemplo, ndo for
substancialmente diminuido), comparado ao perfil de expressdo e/ou ativagao
de referéncia.

Em certos exemplos, a modalidade preferida pode
compreender adicionalmente, isto é, como etapa (f), ou compreender
alternativamente, isto é, como etapa (e), a etapa de indicar se o sujeito é
sensivel ao tratamento com o medicamento anti-cdncer quando o nivel de
expressdo e/ou ativagdo detectado para a proteina de fusdo oncogénica for
alterado (por exemplo, substancialmente diminuido), comparado ao perfil de
expressdo e/ou ativagdo de referéncia. Em outros exemplos, uma ou mais
moléculas de transdu¢do de sinal presentes no extrato celular sdo detectadas,
além de uma ou mais proteinas de fusdo oncogénicas, € o sujeito é
identificado como resistente ou sensivel ao tratamento com base neste "perfil
molecular".

Em modalidades particulares, tanto os niveis de proteina de
fusdo oncogénica total quanto ativada (por exemplo, fosforilada) (por
exemplo, BCR-ABL) sdo medidos no extrato celular, de acordo com os
ensaios a base de anticorpo da presente inven¢do, e uma razio dos niveis de
proteina de fus@o oncogénica ativada para total (por exemplo, razdo dos niveis
de proteina BCR-ABL fosfo/total) pode ser calculada e usada para determinar

se-o-sujeitoé resistente ou sensivel ao tratamento com o medicamento anti-
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“ cancer, por exemplo, comparando a razdo dos niveis de proteina de fusdo

¢ oncogénica fosfo/total com uma mesma razdo calculada com base nos perfis
oo de expressdo e ativagdo de referéncia, que foram gerados na auséncia do
. medicamento anti-cancer ou na presenga do medicamento anti-cdncer em um

5  estagio inicial.

Em algumas modalidades, os métodos da presente invencédo
pode compreender adicionalmente enviar ou relatar os resultados da etapa (d)
para um médico, por exemplo, um oncologista ou um clinico geral. Em outras
modalidades, os métodos da presente invencdo podem compreender
10  adicionalmente registrar ou armazenar os resultados da etapa (d) em uma base
de dados de computador ou outra maquina ou dispositivo adequado para

armazenar informag#o, por exemplo, em um laboratério.
: Em algumas modalidades, os métodos da presente invengéo
podem compreender adicionalmente a etapa de obter uma amostra de um
15  sujeito com céancer, a partir do qual as células, tais como células de céncer,
sdo isoladas. A amostra pode ser obtida de um sujeito tanto antes do
tratamento com medicamento anti-cancer (por exemplo, antes da incubagdo
com um medicamento anti-cdncer) quanto apds a administracdo de um
medicamento anti-cancer (por exemplo, em qualquer periodo durante todo o
20  tratamento de céncer). As amostras adequadas incluem, mas sem limitagdo,
sangue total, plasma, soro, fluido do lavado ductal, aspirado de mama, linfa
(por exemplo, células tumorais disseminadas do linfonodo), aspirado de
medula Ossea, saliva, urina, excremento (isto €, fezes), escarro, fluido do
lavado bronquico, lagrimas, aspirado por agulha fina (por exemplo, coletado
25  por aspiragdo por agulha fina periareolar aleatc')ria),. qualquer outro fluido
corporal, uma amostra tecidual (por exemplo, tecido tumoral), tal como uma
biopsia de um tumor (por exemplo, bidpsia por agulha) ou um linfonodo (por

exemplo, biopsia de linfonodo sentinela), e extratos celulares destes. Em

i amostra € sangue total ou um componente fracional




122

deste, tal como plasma, soro, células vermelhas do sangue, leucdcitos tais
. como células mononucleares do sangue periférico, e/ou células raras
v circulantes. Em modalidades particulares, a amostra € obtida isolando os
d leucdcitos ou células circulantes de um tumor sélido a partir do sangue total,
5  ouuma fragdo celular deste, usando qualquer técnica conhecida na tecnologia.
Se as células isoladas forem obtidas de um sujeito que ndo recebeu tratamento
com um medicamento anti-cancer, as células isoladas podem ser incubadas in
vitro, em condi¢des adequadas, com um ou um coquetel de medicamentos
anti-cancer que alvejam um ou mais do analitos a serem detectados na etapa
10 (o).
Em certas modalidades, o cancer é uma malignidade
hematologica (por exemplo, leucemia, linfoma), sarcoma osteogénico (por
- exemplo, sarcoma de Ewing), sarcoma de tecido mole (por exemplo, DFSP,
rabdomiossarcoma), outra malignidade de tecido mole, carcinoma de tiredide
15  papilar, ou cancer de préstata. Em modalidades particulares, o cancer €
causado pela formagdo de uma proteina de fusdo oncogénica em virtude de
uma translocagdo cromossémica nas células cancerosas ou tumor.

Em algumas modalidades, as células isoladas sdo estimuladas
in vitro com fatores de crescimento da maneira aqui descrita. Em outras
20  modalidades, o medicamento anti-cancer pode compreender um ou mais dos
agentes terapéuticos aqui descritos incluindo, mas sem limitagdo, anticorpos
monoclonais, inibidores de tirosina quinase, agentes quimioterapéuticos,

agentes terapéuticos hormonais, agentes radioterapéuticos e vacinas.
Em algumas modalidades, o estado de ativacdo detectado para
25  a proteina de fus@o oncogénica presente no extrato celular pode ser, por
exemplo, um estado de fosforilagdo, um estado de ubiquitinagdo, um estado
de complexacgdo, ou combinagdes dos mesmos. Em outras modalidades, o

suporte solido pode compreender, por exemplo, vidro, pléstico, chipes, pinos,

- g embrana, feixes de fibras e combinag6es dos mesmos.
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Ainda em outras modalidades, os anticorpos de captura sdo limitados no
suporte s6lido em um arranjo direcionavel.

Em certas modalidades, o ensaio na etapa (c) compreende:

(1) incubar (por exemplo, colocar em contato) o extrato celular
com a dilui¢do em série de anticorpos de captura para formar uma pluralidade
de proteinas de fusdo oncogénicas capturadas (por exemplo, para transformar
as proteinas de fus@o oncogénicas, presentes no extrato celular, em complexos
de proteinas de fus@o oncogénicas capturadas compreendendo as proteinas de
fusdo oncogénicas e anticorpos de captura);

(i1) incubar (por exemplo, colocar em contato) a pluralidade de
proteinas de fusdo oncogénicas capturadas com anticorpos de detecgdo, que
compreendem os anticorpos independentes do estado de ativagdo e anticorpos
dependentes do estado de ativacdo especifico para o mesmo ou diferente
dominio da proteina de fusdo oncogénica, para formar uma pluralidade de
proteinas de fusdo oncogénicas capturadas detectaveis (por exemplo, para
transformar os complexos de proteinas de fusdo oncogénicas capturadas em
complexos de proteinas de fusdo oncogénicas capturadas detectaveis
compreendendo as proteinas de fus@o oncogénicas capturadas e anticorpos de
detecg¢do),

em que os anticorpos independentes do estado de ativagdo sdo
marcados com uma fracdo de facilitagédo, os anticorpos dependentes do estado
de ativacdo s@io marcados com um primeiro elemento de um par de
amplificacdo de sinal, e a fracdo de facilitacdo gera um agente de oxidagdo
que canaliza e reage com o primeiro elemento do par de amplificagdo de
sinal;

(iii) incubar (por exemplo, colocar em contato) a pluralidade
de analitos capturados detectaveis com um segundo elemento do par de

amplificag@o de sinal para gerar um sinal amplificado, e
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(iv) detectar o sinal amplificado gerado a partir do primeiro e
segundo elementos do par de amplificagdo de sinal.

Os anticorpos independentes do estado de ativagdo podem ser
marcados diretamente com a fragdo de facilitagdo ou marcados indiretamente
com a fragdo de facilitagdo, por exemplo, por meio de hibridizagdo entre um
oligonucleotideo conjugado com os anticorpos independentes do estado de
ativacdo e um oligonucleotideo complementar conjugado na fragdo de
facilitagdo. De maneira similar, os anticorpos dependentes do estado de
ativacdo podem ser marcados diretamente com o primeiro elemento do par de
amplificagdo de sinal ou marcados indiretamente com o primeiro elemento do
par de amplificagdo de sinal, por exemplo, por meio de ligagdo entre um
primeiro elemento de um par de ligacdo conjugado com os anticorpos
dependentes do estado de ativagdo e um segundo elemento do par de ligagdo
conjugado com o primeiro elemento do par de amplificacdo de sinal. Em
certos exemplos, o primeiro elemento do par de ligagéo € biotina, e o segundo
elemento do par de ligagdo € um avidina, tal como estreptavidina ou
neutravidina.

Em algumas modalidades, a fracdo de facilitagcdo pode ser, por
exemplo, glicose oxidase (GO). Em certos exemplos, a GO e os anticorpos
independentes do estado de ativacdo podem ser conjugados com uma
molécula de dextrano ativada com sulfidrila. A molécula de dextrano ativada
com sulfidrila apresenta tipicamente um peso molecular de cerca de 500kDa
(por exemplo, cerca de 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, ou
750kDa). Em outras modalidades, o agente de oxidagdo pode ser, por
exemplo, peroxido de hidrogénio (H,O,). Ainda em outras modalidades, o
primeiro elemento do par de amplificacdo de sinal pode ser, por exemplo,
uma peroxidase tal como peroxidase de rabano silvestre (HRP). Em

modalidades adicionais, o segundo elemento do par de amplificagdo de sinal

———————pode-ser;-por-exemplo, um reagente tiramida (por exemplo, biotina-tiramida).
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Preferivelmente, o sinal amplificado € gerado por oxidacao de peroxidase de
biotina-tiramida para produzir uma tiramida ativada (por exemplo, para
transformar a biotina-tiramida em uma tiramida ativada). A tiramida ativada
pode ser detectada diretamente ou detectada indiretamente, por exemplo, com
a adi¢do de um reagente de detec¢do de sinal. Os exemplos ndo limitantes de
reagentes de detec¢do de sinal incluem fluoréforo marcado com
estreptavidinas, e combinag¢des de peroxidases marcadas com estreptavidina e
reagentes cromogénicos tal como, por exemplo, 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina
(TMB).

Em certos exemplos, a HRP e os anticorpos dependentes do
estado de ativagdo podem ser conjugados com uma molécula de dextrano
ativada com sulfidrila. A molécula de dextrano ativada com sulfidrila
apresenta tipicamente um peso molecular de cerca de 70kDa (por exemplo,
cerca de 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, ou 100kDa).

VI. Produgio de anticorpos

A geracdo e selegdo de anticorpos ainda ndo disponiveis
comercialmente para analisar os estados de ativagdo de proteinas de fusdo
oncogénicas, ou moléculas de transducdo de sinal, em uma amostra biologica
tal como um extrato ou lisado celular, de acordo com a invengéo, podem ser
realizadas de varias maneiras. Por exemplo, uma delas e expressar e/ou
purificar um polipeptideo de interesse (isto €, antigeno) usando os métodos de
expressdo e purificacdo de proteina conhecidos na técnica, enquanto uma
outra maneira € sintetizar o polipeptideo de interesse usando métodos de
sintese de peptideo de fase sdlida conhecidos na técnica. Ver, por exemplo,
Guide to Protein Purification, Murray P. Deutcher, ed., Meth. Enzymol., Vol.
182 (1990); Solid Phase Peptide Synthesis, Greg B. Fields, ed., Meth.
Enzymol., Vol. 289 (1997); Kiso et al., Chem. Pharm. Bull., 38: 1192-99
(1990); Mostafavi et al., Biomed. Pept. Proteins Nucleic Acids, 1:255-60,

1995);—e-Fujiwara_ei_al, Chem. Pharm. Bull, 44: 1326-31 (1996). O
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polipeptideo purificado ou sintetizado pode entdo ser injetado, por exemplo,
em camundongos ou coelhos, para gerar anticorpos policlonais ou
monoclonais. Os versados na técnica reconhecerdo que muitos procedimentos
sdo disponiveis para a produgdo de anticorpos, por exemplo, da maneira
descrita em Antibodies, A Laboratory Manual, Harlow e Lane, Eds., Cold
Spring Harbor Laboratoério, Cold SpringHarbor, N.Y. (1988). Os versados na
técnica também entenderdo que os fragmentos de ligacdo ou fragmentos Fab,
que mimetizam (por exemplo, mantém as regides de liga¢do funcional de)
anticorpos, tamb€m podem ser preparados a partir da informacgéo genética por
varios procedimentos. Ver, por exemplo, Antibody Engineering: A Practical
Approach, Borrebaeck, Ed., Oxford University Press, Oxford (1995); e Huse
et al., J. Immunol, 149:3914-3920 (1992).

Além disso, vérias publicagdes relataram o uso de tecnologia
de exibicdo de fago para produzir e selecionar bibliotecas de polipeptideos
para se ligar a um antigeno alvo selecionado (ver, por exemplo, Cwirla et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6378-6382 (1990); Devlin et al., Science,
249:404-406 (1990); Scott et al., Science, 249:386-388 (1990); e Ladner et
al., patente U.S. 5.571.698). Um conceito basico de métodos de exibigdo de
fago é o estabelecimento de uma associac@o fisica entre um polipeptideo
codificado por um DNA de fago e um antigeno alvo. Esta associagéo fisica é
fornecida pela particula do fago, que exibe um polipeptideo como parte de um
capsideo que engloba o genoma do fago, que codifica o polipeptideo. O
estabelecimento de uma associagéo fisica entre os polipeptideos e seu material
genético permite a selegdo de massa simultdnea de um nimero muito alto de
fagos que carregam diferentes polipeptideos. O fago que exibe um
polipeptideo com afinidade para um antigeno alvo se liga ao antigeno alvo, e
estes fagos s@o enriquecidos por sele¢do de afinidade com o antigeno alvo. A
identidade dos polipeptideos exibidos a partir destes fagos pode ser

determinada-a partir de seus respectivos genomas. Usando estes métodos, um




10

15

20

25

127

polipeptideo identificado como tendo uma afinidade de ligacdo com um
antigeno alvo desejado pode entdo ser sintetizado em massa por meios
convencionais (ver, por exemplo, patente U.S. 6.057.098).

Os anticorpos que sdo gerados por estes métodos podem entdo
ser selecionados separando primeiro por afinidade e especificidade com o
antigeno de polipeptideo de interesse purificado e, se exigido, comparando os
resultados da afinidade e especificidade dos anticorpos com outros antigenos
de polipeptideo que deseja-se que sejam excluidos da ligagdo. O
procedimento de separagdo pode envolver a imobilizacdo dos antigenos de
polipeptideo purificado em pogos separados das placas de microtitulagcdo. A
solug¢do que contém um anticorpo potencial, ou grupo de anticorpos, € entdo
colocada nos respectivos pogos de microtitulagdo e incubada por cerca de 30
minutos a 2 horas. Os pogos de microtitulagdo sdo entdo lavados e um
anticorpo secundario marcado (por exemplo, um anticorpo anti-camundongo
conjugado com fosfatase alcalina, se os anticorpos aumentados forem
anticorpos de camundongo) ¢ adicionado aos pocos e incubado por cerca de
30 minutos e entdo lavado. O substrato € adicionado aos pogos e uma reagdo
colorida aparecera onde o anticorpo para o antigeno de polipeptideo
imobilizado estiver presente.

Os anticorpos assim identificados podem ser entdo analisados
adicionalmente por afinidade e especificidade. No desenvolvimento de
imunoensaios para uma proteina alvo, a proteina alvo purificada age como um
padrido que mede a sensibilidade e especificidade do imunoensaio usando os
anticorpos que foram selecionados. Em decorréncia da afinidade de ligagdo de
varios anticorpos poder diferir, por exemplo, certas combinac¢des de anticorpo
podem interferir uma com a outra estericamente, o desempenho do ensaio de
um anticorpo pode ser uma medida mais importante que a afinidade e

especificidade absolutas daquele anticorpo.
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Os versados na técnica entenderdo que muitas abordagens
podem ser obtidas na produgéo de anticorpos ou fragmentos de ligacdo, e na
separagdo e selegdo por afinidade e especificidade com véarios polipeptideos
de interesse, mas estas abordagens nfio mudam o escopo da presente
invencao.

A. Anticorpos policlonais

Os anticorpos policlonais séo preferivelmente aumentados em
animais por injeg¢des subcutineas (sc) ou intraperitoneais (ip) multiplas de um
polipeptideo de interesse € um adjuvante. Podem ser usados para conjugar o
polipeptideo de interesse em uma proteina carreadora, que é imunogénica na
espécie a ser imunizadas tais como, por exemplo, hemocianina de lapa
californiana, albumina sérica, tiroglobulina bovina ou inibidor de tripsina de
soja, usando um agente bifuncional ou de derivacdo. Os exemplos nio
limitantes de agentes bifuncionais ou de derivacdo incluem éster de
maleimidobenzoil sulfosuccinimida (conjugacdo por meio de residuos de
cisteina), N-hidroxisuccinimida (conjugaggo por meio de residuos de lisina),
glutaraldeido, anidreto succinico, SOCl,, e R{N-C=NR, em que R e R; so
diferentes grupos alquila.

Os animais sfo imunizados contra o polipeptideo de interesse
ou um conjugado imunogénico, ou derivado deste, combinando, por exemplo,
100 pg (para coelhos) ou 5 pg (para camundongos) do antigeno, ou conjugado
com 3 volumes de adjuvante completo de Freund, e injetando a solugdo
intradermicamente em multiplos sitios. Ap6és um més, os animais sfo
estimulados com cerca de 1/5 a 1/10 da quantidade original de polipeptideo,
ou conjugado em adjuvante incompleto de Freund, por inje¢do subcutidnea em
multiplos sitios. Sete a quatorze dias ap6s, os animais sdo sangrados e o soro €
ensaiado para titulag@o de anticorpo. Os animais s@o estimulados de maneira

tipica até a titulagdo atingir um platé. Preferivelmente, o animal ¢ estimulado

com—o—conjugado_do_mesmo polipeptideo, mas a conjugacdo com uma
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proteina imunogénica diferente e/ou por meio de um reagente de reticulagio
diferente pode ser usada. Os conjugados também podem ser preparados em
cultura de célula recombinante como proteinas de fusdo. Em certos exemplos,
os agentes de agregacdo, tal como alimem, podem ser usados para melhorar a
resposta imune.

B. Anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais sdo obtidos em geral a partir de
uma populagdo de anticorpos substancialmente homogéneos, isto é, os
anticorpos individuais que compreendem a populagdo sdo idéntico, exceto
para as possiveis mutagdes de ocorréncia natural que pode estar presente em
quantidades menores. Assim, o modificador "monoclonal" indica a
caracteristica do anticorpo como ndo sendo uma mistura de anticorpos
discretos. Por exemplo, os anticorpos monoclonais podem ser preparados
usando o método de hibridoma descrito por Kohler et al., Nature, 256:495
(1975), ou por qualquer método de DNA recombinante conhecido na técnica
(ver, por exemplo, patente U.S. 4.816.567).

No método de hibridoma, um camundongo ou outro animal
hospedeiro apropriado (por exemplo, hamster) ¢ imunizado, da maneira
descrita anteriormente, para elicitar linfécitos que produzem ou séo capazes
de produzir anticorpos que se ligam especificamente ao polipeptideo de
interesse usado para imunizag¢do. Alternativamente, os linfécitos séo
imunizados in vitro. Os linfécitos imunizados sdo entdo fundidos com células
de mieloma usando um agente de fuséo adequado, tal como polietileno glicol,
para formar células de hibridoma (ver, por exemplo, Goding, Monoclonal
Antibodies: Principles and Practice, Academic Press, pp. 59-103 (1986)). As
c€lulas de hibridoma assim preparadas sdo semeadas e crescidas em um meio
de cultura adequado que contém preferivelmente uma ou mais substancias que
inibem o crescimento ou sobrevivéncia das células de mieloma parentais no

idas—Por-exemplo, se as células parentais de mieloma ndo apresentam a
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enzima hipoxantina guanina fosforribosil transferase (HGPRT), o meio de
cultura para as células de hibridoma incluird tipicamente hipoxantina,
aminopterina e timidina (meio HAT), que previnem o crescimento de células
deficientes em HGPRT.

5 As células de mieloma preferidas s@o aquelas que se fundem
eficientemente, suportam a produgdo estavel e em nivel elevado de anticorpo
pelas células produtoras do anticorpo selecionado, e/ou s@o sensiveis a um
meio, tal como o meio HAT. Exemplos de tais linhagens celulares de
mieloma preferidas para a produg@o de anticorpos monoclonais humanos

10 incluem, mas sem limitagdo, linhagens de mieloma de murino tais como

aquelas derivadas de células de tumores de camundongo MOPC-21 e MPC-11
(disponiveis pela Salk Institute Cell Distribution Center; San Diego, CA), SP-
2 ou X63-Ag8-653 (disponiveis pela American Type Culture Collection;
Rockville, MD), e linhagens celulares de mieloma de humano ou
15  heteromieloma de camundongo-humano (ver, por exemplo, Kozbor, J.
Immunol, 133:3001 (1984); e Brodeur et al., Monoclonal Antibody
Production Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc., Nova Iorque,

pp- 51-63 (1987)).
O meio de cultura no qual as células de hibridoma sio

20  crescidas pode ser ensaiado para a produgdo de anticorpos monoclonais

direcionados contra o polipeptideo de interesse. Preferivelmente, a
especificidade de ligagdo dos anticorpos monoclonais produzidos pelas
células de hibridoma € determinada por imunoprecipitagdo ou por um ensaio
de ligagdo in vitro, tal como um radioimunoensaio (RIA) ou ensaio
25  imunoabservente ligado a enzima (ELISA). A afinidade de ligaco de
anticorpos monoclonais pode ser determinada usando, por exemplo, a analise
de Scatchard de Munson et al., Anal. Biochem., 107:220 (1980).

Ap6s a identificagdo das células de hibridoma que produzem

i ificidade, afinidade e/ou atividade desejadas, os clones
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podem ser subclonados limitando os procedimentos de dilui¢do e crescidos
por métodos padrdes (ver, por exemplo, Goding, Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice, Academic Press, pp. 59-103 (1986)). Os meios de
cultura adequados para este propdsito incluem, por exemplo, o meio D-MEM
ou RPMI-1640. Além disso, as células de hibridoma podem ser crescidas in
vivo como ascite tumoral em um animal. Os anticorpos monoclonais
secretados pelos subclones podem ser separados do meio de cultura, fluido de
ascite ou soro, por procedimentos convencionais de purificacdo de anticorpo
tais como, por exemplo, proteina A-Sefarose, cromatografia de
hidroxilapatita, eletroforese em gel, dialise ou cromatografia por afinidade.

O DNA que codifica os anticorpos monoclonais pode ser
isolado e sequenciado facilmente usando procedimentos convencionais (por
exemplo, usando sondas de oligonucleotideo que sdo capazes de se ligar
especificamente aos genes que codificam as cadeias pesadas e leves dos
anticorpos de murino). As células de hibridoma funcionam como uma fonte
preferida de tal DNA. Uma vez isolado, o DNA pode ser colocado em vetores
de expressdo, que sdo entdo transfectados em células hospedeiras, tais como
células de E. coli, células COS de simio, células de ovario de hamster chinés
(CHO), ou células de mieloma que ndo produzem de outra o anticorpo, para
induzir a sintese de anticorpos monoclonais nas células hospedeiras
recombinantes. Ver, por exemplo, Skerra et al., Curr. Opin. Immunol., 5:256-
262 (1993); e Pluckthun, Immunol Rev., 130:151-188 (1992). O DNA
também pode ser modificado, por exemplo, substituindo a sequéncia
codificante para dominios constantes de cadeia pesada e leve de humano no
lugar das sequéncias homoélogas de murino (ver, por exemplo, a patente U.S.
4.816.567; e Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851 (1984)), ou
unindo covalentemente na sequéncia codificante de imunoglobulina toda ou

parte da sequéncia codificante para um peptideo ndo imunoglobulina.
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Em uma modalidade adicional, os anticorpos monoclonais ou
fragmentos de anticorpo podem ser isolados a partir de bibliotecas de
anticorpo para expressdo em fago, geradas usando as técnicas descritas em,
por exemplo, McCafferty et al., Nature, 348:552-554 (1990); Clackson et al.,
Nature, 352:624-628 (1991); e Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597
(1991). A produgdo de anticorpos monoclonais humanos de alta afinidade
(faixa nM) por embaralhamento de cadeias ¢ descrita em Marks et al.,
BioTechnology, 10:779-783 (1992). O uso de infec¢do combinatorial e
recombinangdo in vivo como uma estratégia para construir bibliotecas de fago
muito grandes € descrito em Waterhouse et al., Nuc. Acids Res., 21:2265-
2266 (1993). Assim, estas técnicas sfo alternativas vidveis nos métodos de
hibridoma em anticorpo monoclonal tradicional para a geragdo de anticorpos
monoclonais.

C. Anticorpos humanizados

Os métodos para humanizar anticorpos ndo humanos séo
conhecidos na técnica. Preferivelmente, um anticorpo humanizado apresenta
um ou mais residuos de aminoacidos introduzidos a partir de uma fonte que
ndo é humana. Estes residuos de aminoéacido ndo humano sdo frequentemente
referidos como residuos de "importagdo", que sdo obtidos tipicamente de um
dominio variavel de "importacdo". A humaniza¢do pode ser realizada
substituindo essencialmente as sequéncias da regido hipervaridvel de um
anticorpo ndo humano pelas sequéncias correspondentes de um anticorpo
humano. Ver, por exemplo, Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986);
Riechmann et al., Nature, 332:323-327 (1988); e Verhoeyen et al., Science,
239:1534-1536 (1988). Dessa maneira, tais anticorpos "humanizados" sdo
anticorpos quiméricos (ver, por exemplo, patente U.S. 4.816.567), em que
substancialmente menos de um dominio varidvel humano intacto foi

substituido pela sequéncia correspondente de uma espécie ndo humana. Na

' jtica; i 1 s sdo tipicamente anticorpos humanos em
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que alguns residuos de regido hipervariavel, e possivelmente alguns residuos
de regido de estrutura (FR), sdo substituidos por residuos de sitios analogos de
anticorpos de roedores.

A escolha de dominio varidveis humanos, tanto leves quanto
pesados, a serem usados no preparo de anticorpos humanizados aqui descrito
¢ uma considerag@o importante para reduzir a antigenicidade. De acordo com
o método assim denominado "mais adequado"”, a sequéncia do dominio
variavel de um anticorpo de roedor € selecionado contra toda a biblioteca de
sequéncias de dominio varidvel humano conhecida. A sequéncia humana que
€ mais proxima aquela de roedor € entdo aceita como a FR humana para o
anticorpo humanizado (ver, por exemplo, Sims et al., J. Immunol, 151:2296
(1993); e Chothia et al., J. M. Biol, 196:901 (1987)). Um outro método usa
uma FR particular derivada da sequéncia consensual de todos os anticorpos
humanos de um subgrupo particular de cadeias pesadas e leves. A mesma FR
pode ser usada para varios anticorpos humanizados diferentes (ver, por
exemplo, Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992); e Presta
et al., J. Immunol., 151:2623 (1993)).

Também ¢é importante que os anticorpos sejam humanizados
com retencdo de alta afinidade com o antigeno e outras propriedades
biologicas favoraveis. Para atingir este objetivo, os anticorpos humanizados
podem ser preparados por um processo de andlise das sequéncias parentais e
de varios produtos humanizados conceituais, usando modelos tridimensionais
das sequéncias parentais e humanizadas. Os modelos de imunoglobulina
tridimensional sdo comumente disponiveis e sdo familiares aos versados na
técnica. Os programas de computador sdo que sfo disponiveis ilustram e
exibem provéveis estruturas conformacionais tridimensionais de sequéncias
de imunoglobulina candidata selecionada. A inspec@o destas exibigdes

permite a andlise do provavel papel dos residuos no funcionamento da

sequénecia—de-imunoglobulina candidata, isto é, a andlise de residuos que
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influencia a capacidade da imunoglobulina candidata se ligar a seu antigeno.
Desta maneira, os residuos de FR podem ser selecionados e combinados a
partir das sequéncias receptoras e de importagdo, de maneira tal que as
caracteristicas do anticorpo desejado, tal como maior afinidade com o(s)
antigeno(s) alvo(s), sejam atingidas. Em geral, os residuos da regido
hipervariavel estdo direta e especificamente envolvidos na influéncia da
ligacdo ao antigeno.

Viérias formas de anticorpos humanizados sdo contempladas de
acordo com a presente invengdo. Por exemplo, o anticorpo humanizado pode
ser um fragmento de anticorpo, tal como um fragmento Fab.
Alternativamente, o anticorpo humanizado pode ser um anticorpo intacto, tal
como um anticorpo intacto IgA, IgG ou IgM.

D. Anticorpos humanos

Como uma alternativa para a humanizagdo, os anticorpos
humanos podem ser gerados. Em algumas modalidades, os animais
transgénicos (por exemplo, camundongos) que podem ser produzidos s&o
capazes, mediante imunizacdo, de produzir um repertorio completo de
anticorpos humanos na auséncia de produg@o de imunoglobulina end6gena.
Por exemplo, descreveu-se que a delegdo homozigota do gene da regido de
unido de cadeia pesada do anticorpo (JH), em camundongos quiméricos e de
linhagem germinal mutante, resulta na completa inibi¢do da producdo de
anticorpo enddgeno. A transferéncia do arranjo de gene de imunoglobulina da
linhagem germinal humana em tais camundongos de linhagem germinal
mutante resultara na produg@o de anticorpos humanos, mediante desafio com
antigeno. Ver, por exemplo, Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
90:2551 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362:255-258 (1993); Bruggermann
et al., Year em Immun., 7:33 (1993); e patentes U.S. 5.591.669, 5.589.369 e
5.545.807.
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Alternativamente, a tecnologia de exibi¢do de fago (ver, por
exemplo, McCafferty et al., Nature, 348:552-553 (1990)) pode ser usada para
produzir anticorpos humanos e fragmentos de anticorpo in vitro, usando
repertorios de gene do dominio varidvel (V) de imunoglobulina a partir de
doadores ndo humanizados. De acordo com esta técnica, os genes do dominio
V do anticorpo sdo clonados em alinhamento tanto em um maior quanto
menor gene de proteina de revestimento de um bacteriéfago filamentoso, tal
como M13 ou fd, e exibidos como fragmentos funcionais de anticorpo na
superficie da particula do fago. Em decorréncia da particula filamentosa
conter uma copia de DNA de fita simples do genoma do fago, as seleg¢Oes
baseadas nas propriedades funcionais do anticorpo também resultam em
selecdo do gene que codifica o anticorpo que exibe estas propriedades. Assim,
o fago mimetiza algumas das propriedades da célula B. A exibi¢do de fago
pode ser realizada em uma variedade de formatos da maneira descrita, por
exemplo, em Johnson et al., Curr. Opin. Struct. Biol, 3:564-571 (1993).
Viarias fontes de segmentos do gene V podem ser usadas para exibigdo de
fago. Ver, por exemplo, Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991). Um
repertorio de genes V de doadores humanos ndo humanizados pode ser
construido e os anticorpos em um arranjo diverso de antigenos (incluindo
auto-antigenos) podem ser isolados seguindo essencialmente as técnicas
descritas em Marks et al., J. Mol. Biol, 222:581-597 (1991); Griffith et al.,
EMBO J., 12:725-734 (1993) e patentes U.S. 5.565.332 e 5.573.905.

Em certos exemplos, os anticorpos humanos podem ser
gerados por células B ativadas in vitro da maneira descrita em, por exemplo,
patentes U.S. 5.567.610 e 5.229.275.

E. Fragmentos de anticorpo

Virias técnicas foram desenvolvidas para a produgdo de
fragmentos de anticorpo. Tradicionalmente, estes fragmentos foram derivados

por-meio-de digestio _proteolitica de anticorpo intactos (ver, por exemplo,




10

15

20

25

136

Morimoto et al., J. Biochem. Biophys. Meth., 24: 107-117 (1992); e Brennan
et al., Science, 229:81 (1985)). Entretanto, estes fragmentos podem ser agora
produzidos diretamente usando células hospedeiras recombinantes. Por
exemplo, os fragmentos de anticorpo podem ser isolados das bibliotecas de
anticorpo para exibicdo em fago discutidas anteriormente. Alternativamente,
os fragmentos Fab'-SH podem ser recuperados diretamente de células de F.
coli e acoplados quimicamente para formar fragmentos F(ab'), (ver, por
exemplo, Carter et al., BioTechnology, 10:163-167 (1992)). De acordo com
uma outra abordagem, os fragmentos F(ab'), podem ser isolados diretamente a
partir de cultura de célula hospedeira humana. Outras técnicas para a
produgdo de fragmentos de anticorpo sero evidentes aos versados na técnica.
Em outras modalidades, o anticorpo de escolha é um fragmento Fv de cadeia
simples (Fvsc). Ver, por exemplo, a publicagdo PCT WO 93/16185 e as
patentes U.S. 5.571.894 e 5.587.458. O fragmento de anticorpo também pode
ser um anticorpo linear da maneira descrita, por exemplo, na patente U.S.
5.641.870. Tais fragmentos de anticorpo linear podem ser monoespecificos ou
biespecificos.
F. Anticorpos biespecificos

Os anticorpos biespecificos s@o os anticorpos que apresentam

‘especificidades de ligagdo com pelo menos dois epitopos diferentes. Os

anticorpos biespecificos exemplares podem se ligara a dois epitopos
diferentes do mesmo polipeptideo de interesse. Outros anticorpos
biespecificos podem combinar um sitio de ligagdo com o polipeptideo de
interesse com sitio(s) de liga¢do(s) para um ou mais antigenos adicionais. Os
anticorpos biespecificos podem ser preparados como anticorpos de tamanho
completo ou fragmentos de anticorpo (por exemplo, F(ab'), de anticorpos
biespecificos).

Os métodos para preparar anticorpos biespecificos sdo

————————conheeidos—na-técnica. A produgio tradicional de anticorpos de tamanho
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completo biespecificos baseia-se na co-expressdo de dois pares de cadeia
pesada e cadeia leve de imunoglobulina, onde as duas cadeias apresentam
diferentes especificidades (ver, por exemplo, Millstein et al., Nature, 305:537-
539 (1983)). Em decorréncia da variedade aleatoria de cadeias pesadas e leves
de imunoglobulina, estes hibridomas (quadromas) produzem uma mistura
potencial de 10 moléculas diferentes de anticorpo, das quais apenas uma
apresenta a estrutura biespecifica correta. A purificacdo da molécula correta é
realizada em geral por cromatografia por afinidade. Os procedimentos
similares séo revelados na publicagdo PCT WO 93/08829 e Traunecker et al.,
EMBO J., 10:3655-3659 (1991).

De acordo com uma abordagem diferente, os dominios
variaveis de anticorpo com as especificidades de ligacdo desejadas (sitios de
combinagdo anticorpo-antigeno) sdo fundidos nas sequéncias de dominio
constante de imunoglobulina. A fus@o ¢ preferivelmente com um dominio
constante de cadeia pesada de imunoglobulina, compreendendo pelo menos
parte das regides de dobradi¢a, CH2 e CH3. E preferivel apresentar a primeira
regido constante de cadeia pesada (CHI), que contém o sitio necessario pra
ligagdo de cadeia leve, presente em pelo menos uma das fusdes. O DNA que
codifica as fusdes de cadeia pesada de imunoglobulina e, se desejado, a cadeia
leve de imunoglobulina, € inserido em vetores de expressdo separados, e sdo
co-transfectados em um organismo hospedeiro adequado. Isto fornece melhor
flexibilidade no ajuste das propor¢des mutuais dos trés fragmentos de
polipeptideo, em modalidades quando razdes desiguais das trés cadeias de
polipeptideo usadas na construgdo fornecem os rendimentos ideais.
Entretanto, é possivel inserir as sequéncias codificantes para duas ou todas as
trés cadeias de polipeptideo em um vetor de expressdo, quando a expressao de
pelo menos duas cadeias de polipeptideo em razdes iguais resulta em altos

rendimentos, ou quando as razdes ndo apresentam nenhum significado
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Em uma modalidade preferida desta abordagem, os anticorpos
biespecificos sdo compostos de uma cadeia pesada de imunoglobulina hibrida
com uma primeira especificidade de ligacdo em um brago, e um par de cadeia
pesada-cadeia leve de imunoglobulina hibrida (que fornece uma segunda
especificidade de ligacdo) no outro braco. Esta estrutura assimétrica facilita a
separagdo do composto biespecifico desejado a partir de combina¢des de
cadeia de imunoglobulina ndo desejada, uma vez que a presenga de uma
cadeia leve de imunoglobulina em apenas metade da molécula biespecifica
fornece uma maneira facil de separagdo. Ver, por exemplo, publicacdo PCT
WO 94/04690 e Suresh et al., Meth. Enzymol, 121:210 (1986).

De acordo com uma outra abordagem descrita na patente U.S.
5.731.168, a interface entre um par de moléculas de anticorpo pode ser
modificada geneticamente para maximizar o percentual de heterodimeros que
sdo recuperados a partir de cultura de célula recombinante. A interface
preferida compreende pelo menos uma parte do dominio CH3 de um dominio
constante de anticorpo. Neste método, uma ou mais cadeias laterais pequenas
de aminoacido da interface da primeira molécula de anticorpo sdo substituidas
com maiores cadeias laterais (por exemplo, tirosina ou triptofano). As
"cavidades" compensatorias de tamanho idéntico ou similar a(s) cadeia
lateral(s) grande(s) s@o criadas na interface da segunda molécula de anticorpo
substituindo grandes cadeias laterais de aminoécido por outras menores (por
exemplo, alanina ou treonina). Isto fornece um mecanismo para aumentar o
rendimento do heterodimero, com relagdo a produtos finais indesejados, tais
como homodimeros.

Os anticorpos biespecificos incluem anticorpos reticulados ou
"heteroconjugados". Por exemplo, um dos anticorpos no heteroconjugado
pode ser acoplado a avidina, e o outro a biotina. Os anticorpos
heteroconjugados podem ser preparados usando qualquer método de

reticulagdo conveniente. Os agentes de reticulagdo e técnicas adequados sio
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bem conhecidos na tecnologia e sdo revelados, por exemplo, na patente U.S.
4.676.980.

As técnicas adequadas para gerar anticorpos biespecificos a
partir de fragmentos de anticorpo sdo também conhecidas na tecnologia. Por
exemplo, os anticorpos biespecificos podem ser preparados usando ligagdo
quimica. Em certos exemplos, os anticorpos biespecificos podem ser gerados
por um procedimento no qual os anticorpo intactos sdo clivados
proteoliticamente para gerar fragmentos F(ab'), (ver, por exemplo, Brennan et
al., Science, 229:81 (1985)). Estes fragmentos s@o reduzidos na presenga do
agente de complexagdo ditiol, arsenito de sddio, para estabilizar os ditidis
vicinais e prevenir a formacdo de dissulfeto intermolecular. Os fragmentos
Fab' gerados sdo entdo convertidos em derivados de tionitrobenzoato (TNB).
Um dos derivados de Fab'-TNB € entdo reconvertido em Fab'-tiol por redugdo
com mercaptoetilamina, € € misturado com uma quantidade equimolar do
outro derivado de Fab'-TNB para formar o anticorpo biespecifico.

Em algumas modalidades, os fragmentos Fab'-SH podem ser
recuperados diretamente de E. coli e acoplados quimicamente para formar
anticorpos biespecificos. Por exemplo, uma molécula de F(ab'), do anticorpo
biespecifico completamente humanizado pode ser produzida pelos métodos
descritos em Shalaby et al., J. Exp. Med., 175: 217-225 (1992). Cada
fragmento Fab' foi secretado separadamente a partir de E. coli e submetido ao
acoplamento quimico direcionado in vitro para formar o anticorpo
biespecifico.

Vérias técnicas para preparar e isolar fragmentos de anticorpo
biespecifico diretamente de cultura de células recombinantes também foram
descritas. Por exemplo, os anticorpos biespecificos foram produzidos usando
ziperes de leucina. Ver, por exemplo, Kostelny et al., J. Immunol., 148: 1547-

1553 (1992). Os peptideos de ziper de leucina das proteinas Fos e Jun foram

-ligados-as-porcoes Fab' de dois anticorpos diferentes por fusdo de gene. Os
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homodimeros de anticorpo foram reduzidos na regido de dobradiga para
formar mondmeros, e entdo re-oxidados para formar os heterodimeros do
anticorpo. Este método também pode ser utilizado para a producdo de
homodimeros de anticorpo. A tecnologia de "diacorpo", descrita por
Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993), forneceu
um mecanismo alternativo para preparar fragmentos de anticorpo
biespecifico. Os fragmentos compreendem um dominio variavel de cadeia
pesada (VH) conectado a um dominio varidvel de cadeia leve (VL) por um
ligante, que é muito pequeno para permitir o pareamento entre os dois
dominios na mesma cadeia. Dessa maneira, os dominios VH ¢ VL de um
fragmento sdo for¢ados a parear com os dominios complementares VL. e VH
de um outro fragmento, formando por meio disso dois sitios de ligacdo de
antigeno. Uma outra estratégia para preparar fragmentos de anticorpo
biespecifico pelo uso de dimeros de Fv de cadeia leve (Fvs) € descrita em
Gruber et al., J. Immunol, 152:5368 (1994).

Os anticorpos com mais de duas valéncias também sdo
contemplados. Por . exemplo, os anticorpos triespecificos podem ser
preparados. Ver, por exemplo, Tutt et al., J. Immunol, 147:60 (1991).

G. Purificaciio de anticorpo

Durante o uso de técnicas recombinantes, os anticorpos podem
ser produzidos dentro de uma célula hospedeira isolada, no espago
periplasmatico de uma célula hospedeira, ou secretados diretamente de uma
célula hospedeira no meio. Se o anticorpo for produzido intracelularmente, os
residuos de particula séo removidos primeiro, por exemplo, por centrifugacdo
ou ultrafiltracdo. Carter et al., BioTech., 10: 163-167 (1992) descrevem um
procedimento para isolar os anticorpos que sdo secretados no espago
periplasmaético de E. coli. Resumidamente, a pasta celular é descongelada na

presenca de acetato de sédio (pH 3,5), EDTA e fenilmetilsulfonilfluoreto

PMSE) por cerca de 30 minutos. Os restos celulares podem ser removidos
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por centrifugac¢do. Onde o anticorpo é secretado no meio, os sobrenadantes de
cada sistema de expressdo sdo concentrados usando em geral um filtro de
concentragdo de proteina disponivel comercialmente, por exemplo, uma
unidade de ultrafiltragdo Amicon ou Millipore Pellicon. Um inibidor de
protease, tal como PMSF, pode ser incluido em qualquer das etapas anteriores
para inibir a protedlise, e os antibidticos podem ser incluidos para prevenir o
crescimento de contaminantes imprevistos.

A composic¢do de anticorpo preparada a partir de células pode
ser purificada usando, por exemplo, cromatografia por hidroxilapatita,
eletroforese em gel, didlise e cromatografia por afinidade. A adequabilidade
da proteina A como um ligante de afinidade depende da espécie e do isotipo
de qualquer dominio Fc de imunoglobulina, que est4 presente no anticorpo. A
proteina A pode ser usada para purificar anticorpos que baseiam-se em
cadeias pesadas y1, y2 ou y4 de humano (ver, por exemplo, Lindmark et al., J.
Immunol. Meth., 62:1-13 (1983)). A proteina G € recomendada para todos os
isotipos de camundongo e para y3 de humano (ver, por exemplo, Guss et al.,
EMBO J, 5:1567-1575 (1986)). A matriz na qual o ligante de afinidade ¢é
afixado é mais frequentemente agarose, mas outras matrizes sdo disponiveis.
As matrizes mecanicamente estaveis, tais como as de vido com poro
controlado ou poli(estirenodivinil)benzeno, permitem vazdes mais rapidas e
tempos de processamento mais curtos do que pode ser atingido com agarose.
Onde o anticorpo compreende um dominio CH3, a resina Bakerbond ABX™
(J. T. Baker; Phillipsburg, N. J.) € usada para purificagdo. Outras técnicas para
a purificacdo de proteina, tais como fracionamento em uma coluna de troca
i0nica, precipitagdo de etanol, HPLC de fase reversa, cromatografia em silica,
cromatografia em heparina SEPHAROSE™, cromatografia em uma resina de
trova anionica ou catidnica (tal como uma coluna de acido poliaspartico),
focagem isoelétrica, SDS-PAGE, e precipitagéo de sulfato de amonio também

sdo-dispeniveis dependendo do anticorpo a ser recuperado.
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Apds qualquer etapa(s) de purificagdo preliminar, a mistura
compreendendo o anticorpo e contaminantes de interesse pode ser submetida
a cromatografia de interagdo hidrofobica em pH baixo, usando um tampao de
elui¢do em um pH entre cerca de 2,5-4,5, preferivelmente realizada baixas
concentragdes de sal (por exemplo, de cerca de 0-0,25 M de sal).

Os versados na técnica entenderdo que qualquer molécula de
liga¢do com uma funcdo similar a um anticorpo, por exemplo, uma molécula
de ligagdo ou parceiro de ligacdo que é especifico para um ou mais analitos de
interesse em uma amostra, também pode ser usada nos métodos e
composi¢des da presente invencdo. Exemplos de moléculas do tipo anticorpo
adequadas incluem, mas sem limitagdo, anticorpos de dominios, anticorpos de
estrutura Unica, nanocorpos, proteinas reativas a antigeno de tubardo,
avimeros, adnectinas, anti-calmantes, ligantes de afinidade, estruturas do tipo
Phylomers, aptameros, Affibodies, trinectinss e similares.

VII. Métodos de administracio

De acordo com os métodos da presente invencdo, os
medicamentos anti-cancer aqui descritos sdo administrados a um sujeito por
qualquer meio conveniente conhecido na técnica. Os métodos da presente
invengdo podem ser usados para selecionar um medicamento anti-cdncer
adequado, ou combinac¢do de medicamentos anti-céncer para o tratamento de
um cancer (por exemplo, uma malignidade hematologica) em um sujeito. Os
métodos da invenc¢do também podem ser usados para identificar a resposta de
um céncer (por exemplo, uma malignidade hematoldgica) em um sujeito para
tratamento com um medicamento anti-cdncer ou combinagdo de
medicamentos anti-cancer. Além disso, os métodos da invenc¢do podem ser
usados para prever a resposta de um sujeito com cancer (por exemplo, uma
malignidade hematologica) ao tratamento com um medicamento anti-cancer,
ou combinag¢io de medicamentos anti-cancer. Além do mais, os métodos da

presente-invencdo podem ser usados para identifica um sujeito com cancer
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(por exemplo, uma malignidade hematoldgica) que € resistente ao tratamento
com um medicamento anti-cancer, ou combina¢do de medicamentos anti-
cancer. Os versados na técnica entenderdo que os medicamentos anti-cancer
aqui descritos podem ser administrados sozinhos ou como parte de uma
abordagem terapéutica combinada com quimioterapia convencional,
radioterapia, terapia hormonal, imunoterapia e/ou cirurgia.

Em certas modalidades, o medicamento anti-cancer
compreende um agente anti-sinalizacdo (isto €, um medicamento citostatico),
tal como um anticorpo monoclonal ou um inibidor de tirosina quinase, um
agente anti-proliferativo, um agente quimioterapéutico (isto ¢, um
medicamento citotoxico), um agente terapéutico hormonal, um agente
radioterapéutico, uma vacina e/ou qualquer outro composto com a capacidade
de reduzir ou anular o crescimento descontrolado de células anormais, tais
como células cancerosas. Em algumas modalidades, o sujeito € tratado com
um ou mais agentes anti-sinalizagdo, agente anti-proliferativos e/ou agentes
terapéuticos hormonais em combinacdo com pelo menos um agente
quimioterapéutico. Os anticorpos monoclonais exemplares, inibidores de
tirosina quinase, agentes anti-proliferativos, agentes quimioterapéuticos,
agentes terapéuticos hormonais, agentes radioterapéuticos e vacinas s&o
descritos anteriormente.

Em algumas modalidades, os medicamentos anti-cancer aqui
descritos podem ser co-administrados com agentes imunoterapéuticos
convencionais incluindo, mas sem limita¢do, imunoestimulantes (por
exemplo, bacilo de Calmette-Guerin (BCG), levamisol, interleucina-2, alfa-
interferon, etc.), imunotoxinas (por exemplo, conjugado de anticorpo
monoclonal anti-CD33-caliqueamicina, conjugado de anticorpo monoclonal
anti-CD22-exotoxina de Pseudomonas, etc.) e radioimunoterapia (por

exemplo, conjugado de anticorpo monoclonal anti-CD20 com "n, Y, ou

131y g0
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Os medicamentos anti-cancer podem ser administrados com
um excipiente farmacéutico adequado, se necessario, ¢ podem ser realizados
por meio de qualquer dos modos de administragdo aceitos. Assim, a
administragdo pode ser, por exemplo, oral, bucal, sublingual, gengival,
palatal, intravenosa, - topica, subcutdnea, transcutdnea, transdérmica,
intramuscular, intra-articular, parenteral, intra-arterial, intradérmica,
intraventricular, intracranial, intraperitoneal, intravesical, intratecal,
intralesional, intranasal, retal, vaginal ou por inalagdo. "Co-administrar"
significa que um medicamento anti-cdncer ¢ administrado ao mesmo tempo,
exatamente antes ou exatamente apos a administracdo de um segundo
medicamento (por exemplo, um outro medicamento anti-cAncer, um
medicamento usado para reduzir os efeitos colaterais associados 4 terapia com
medicamento anti-cncer, um agente radioterapéutico, um agente terapéutico
hormonal, um agente imunoterapéutico, etc.).

Uma quantidade terapeuticamente efetiva de um medicamento
anti-cancer pode ser administrada repetidamente, por exemplo, pelo menos 2,
3,4,5, 6,7, 8 oumais vezes, ou a dose pode ser administrada por infusio
continua. A dose pode ter as formas de dosagem sélida, semi-solida, em pd
liofilizado, ou liquida, tais como, por exemplo, comprimidos, pilulas, pelotas,
capsulas, pos, solucdes, suspensdes, emulsdes, supositorios, enemas de
retencdo, cremes, emplastros, logdes, géis, aerossois, espumas ou similares,
preferivelmente em formas de dosagem unica adequadas para administragdo
simples de dosagens precisas.

Da maneira aqui usada, o termo "forma de dosagem tdnica"
refere-se a unidade fisicamente discretas adequadas como dosagens unitarias
para sujeitos humanos e outros mamiferos, cada unidade contendo uma
quantidade pré-determinada de um medicamento anti-cancer calculado para
produzir o inicio, tolerabilidade e/ou efeito terapéutico desejados, em

agdo—com um excipiente farmacéutico adequado (por exemplo, uma
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ampola). Além disso, as formas de dosagem mais concentradas podem ser
preparadas, a partir das quais as formas de dosagem tUnica mais diluidas
podem entdo ser produzidas. As formas de dosagem mais concentradas
conterdo assim substancialmente, por exemplo, pelo menos mais de 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10 ou mais vezes a quantidade do medicamento anti-cancer.

Os métodos para preparar tais formas de dosagem sdo
conhecidos pelos versados na técnica (ver, por exemplo, REMINGTON'S
PHARMACEUTICAL SCIENCES, 18* ED., Mack Publishing Co., Easton,
PA (1990)). As formas de dosagem incluem tipicamente um veiculo ou
excipiente farmacéutico convencional e podem incluir adicionalmente outros
agentes medicinais, veiculos, adjuvantes, diluentes, melhoradores de
permeacdo tecidual, solubilizantes e similares. Os excipientes apropriados
pode ser adaptados a forma de dosagem particular e via de administragdo por
métodos bem conhecidos na tecnologia (ver, por exemplo, REMINGTON'S
PHARMACEUTICAL SCIENCES, supra).

Exemplos de excipientes adequados incluem, mas sem
limitagdo, lactose, dextrose, sacarose, sorbitol, manitol, amidos, goma acacia,
fosfato de calcio, alginatos, tragacanto, gelatina, silicato de calcio, celulose
microcristalina, polivinilpirrolidona, celulose, 4gua, saline, xarope,
metilcelulose, etilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose e acidos poliacrilicos
tais como carbopdis, por exemplo, Carbopol 941, Carbopol 980, Carbopol
981, etc. As formas de dosagem podem incluir adicionalmente agentes de
lubrificacdo tais como talco, estearato de magnésio e 6leo mineral, agentes de
umectacdo, agentes emulsificantes, agentes de suspensfio, agentes de
conservagdo tais como metil, etil e propil-hidroxi-benzoatos (isto é, os
parabenos), agentes de ajuste de pH tais como 4cidos e bases inorganicos e
organicos, agentes adogantes e agentes flavorizantes. As formas de dosagem
também podem compreender contas de polimero biodegradavel, dextrano e

eomplexos-de-inclusio de ciclodextrina.
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Para a administragdo oral, a dose terapeuticamente efetiva pode
estar na forma de comprimidos, cépsulas, emulsdes, suspensdes, solugdes,
xaropes, aspersdes, tabletes, pés e formulagSes de liberagdo continua. Os
excipientes adequados para administragdo oral incluem graus farmacéuticos de
manitol, lactose, amido, estearato de magnésio, sacarina sodica, talco, celulose,
glicose, gelatina, sacarose, carbonato de magnésio e similares.

Em algumas modalidades, a dose terapeuticamente efetiva
apresenta a forma de uma pilula, comprimido ou cépsula e, assim, a forma de
dosagem pode conter, junto com um medicamento anti-cancer, qualquer dos
seguintes: um diluente tal como lactose, sacarose, fosfato de dicélcio e
similares; um desintegrante tal como amido ou derivados destes; um
lubrificante tais como estearato de magnésio e similares; e um aglutinante tal
como amido, goma acacia, polivinilpirrolidona, gelatina, celulose e derivados
destes. Um medicamento anti-cancer também pode ser formulado em um
supositorio disposto, por exemplo, em um veiculo de polietileno glicol (PEG).

As formas de dosagem liquida podem ser preparadas dissolvendo
ou dispersando um medicamento anti-cdncer e, opcionalmente, um ou mais
adjuvantes farmaceuticamente aceitdveis em um veiculo tais como, por exemplo,
salina aquosa (por exemplo, 0,9 % p/v de cloreto de sodio), dextrose aquosa,
glicerol, etanol e similares, para formar uma solugdo ou suspensdo, por exemplo,
para administragdo oral, topica ou intravenosa. Um medicamento anti-cancer
também pode ser formulado em um enema de reteng@o.

Para a administracdo tdépica, a dose terapeuticamente efetiva
pode estar na forma de emulsdes, logdes, géis, espumas, cremes, geléias,
solugbes, suspensdes, emplastros e adesivos transdérmicos. Para a
administracdo por inalagdo, um medicamento anti-cancer pode ser distribuido
como um pods seco ou na forma liquida por meio de um nebulizador. Para a

administrag@o parenteral, a dose terapeuticamente efetiva pode estar na forma
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de solugdes injetaveis estéreis e pds embalados estéreis. Preferivelmente, as
solugdes injetaveis sdo formuladas em um pH de cerca de 4,5 a cerca de 7,5.

A dose terapeuticamente efetiva também pode ser fornecida
em uma forma liofilizada. Tais formas de dosagem podem incluir um tampéo,
por exemplo, bicarbonato, para reconstitui¢do antes da administra¢do, ou o
tampao pode ser incluido na forma de dosagem liofilizada para reconstitui¢do,
por exemplo, com 4gua. A forma de dosagem liofilizada pode compreender
adicionalmente um vasoconstritor adequado, por exemplo, epinefrina. A
forma de dosagem liofilizada pode ser fornecida em uma seringa, embalada
opcionalmente em combinagdo com o tamp@o para reconstituicdo, de maneira
tal que a forma de dosagem reconstituida possa ser imediatamente
administrada a um sujeito.

Um suyjeito também pode ser monitorado em intervalos de
tempo periddicos para avaliar a eficiéncia de um certo regime terapéutico. Por
exemplo, os estados de ativagdo de certas proteinas de fusdo oncogénicas,
e/ou moléculas de transdugdo de sinal, podem mudar com base no efeito
terapéutico de tratamento com um ou mais dos medicamentos anti-cancer aqui
descritos. O sujeito pode ser monitorado para avaliar a resposta e entender os
efeitos de certos medicamentos ou tratamentos em uma abordagem
individualizada. Adicionalmente, os sujeitos que inicialmente respondem a
um medicamento anti-cancer especifico, ou combinagdo de medicamentos
anti-cancer, podem se tornar refratarios ao medicamento ou combinagédo de
medicamento, indicando que estes sujeitos desenvolveram resisténcia ao
medicamento. Estes sujeitos podem ter sua terapia atual interrompida e um
tratamento alternativo pode ser prescrito, de acordo com os métodos da
presente invenc&o.

Em certos aspectos, os métodos aqui descritos podem ser

usados junto com painéis de marcadores de expressdo de gene que prevé a

prebabilidade —do__progndstico _e/ou recorréncia de cancer em varias




10

15

20.

25

148

populagdes. Estes painéis de gene podem ser usados para identificar sujeitos
que sdo improvaveis de experimentar a recorréncia e, assim, improvaveis de
se beneficiar com a quimioterapia adjuvante. Os painéis de expressdo podem
ser usados para identificar sujeitos que podem evitar de maneira segura a
quimioterapia adjuvante, sem afetar de maneira negativa os resultados livres
de doenga e de sobrevivéncia total.

Além disso, em outros certos aspectos, os métodos aqui
descritos podem ser usados junto com painéis de marcadores de expressdo de
gene que identificam os tumores originais para cénceres de origem
desconhecida (CUP). Estes painéis de gene podem ser usados na identificagdo
de sujeitos com cancer metastatico, que se beneficiariam da terapia coerente
com aquela fornecida aos sujeitos disgnosticados inicialmente com cancer. Os
sistemas adequados incluem, mas sem limitagdo, o ensaio Aviara
CancerTYPE ID, um ensaio de expressdo a abse de RT-PCR, que mede 92
genes para identificar o sitio de origem primaria para 39 tipos de tumor, e o
teste de tecido de origem Pathwork®, que mede a expressdo de mais de 1.600
genes em um microarranjo, € compara uma "assinatura" de expressdo de gene
do tumor contra aqueles de 15 tipos de tecido conhecido.

VIIIL. Exemplos

Os exemplos a seguir sdo fornecidos para ilustrar, mas ndo
limitar, a inveng¢3o reivindicada.

Exemplo 1. Deteccio de célula inica usando um ELISA de
microarranjo com detector de proximidade dupla com amplificacdo de
sinal de tiramida.

Este exemplo ilustra um ELISA em sanduiche em
microarranjo com detector de proximidade dupla, multiplex, de alto
rendimento, com faixa dindmica superior que ¢ adequada para analisar os

estados de ativagdo de proteinas de fusdo, e moléculas de transdugéo de sinal,

em-extratos-celulares preparados a partir de células isoladas. Em modalidades
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particulares, o ensaio de proximidade estd no formato de um microarranjo
enderecavel.

1) Anticorpo de captura foi impresso em uma lamina 16-pad
FAST (Whatman Inc.) com uma dilui¢do em série de 1 mg/mL a 0,004
mg/mL. Alternativamente, uma diluicdo em série de 2 vezes de cada
anticorpo de captura (0,25 mg/mL, 0,125 mg/mL e 0,0625 mg/mL) pode ser
usada, e pontos duplos ou quadruplos podem ser feitos para cada diluicdo de
anticorpo. Para detectar a proteina de fusdo BCR-ABL, um anticorpo de
captura exemplar compreende um anticorpo anti-BCR monoclonal ou
policlonal.

2) Apos secagem por toda a noite, a 1amina foi bloqueada com
tampdo de bloqueio Whatman.

3) 80 pL de lisado celular foi adicionado em cada pega com
uma dilui¢do seriada de 10 vezes. A lamina foi incubada por duas horas em
temperatura ambiente.

4) Apos seis lavagens com TBS-Tween, foram adicionados nas
laminas 80 uL de anticorpos de detec¢do, para o ensaio de proximidade,
diluidos em em TBS-Tween/2 % de BSA/1 % de FBS. Para detectar a
proteina de fusdo BCR-ABL, os anticorpos de deteccdo exemplares incluem:
(1) um anticorpo anti-ABL monoclonal ou policlonal conjugado diretamente
com a glicose oxidase (GO); e (2) um anticorpo monoclonal ou policlonal que
reconhece ABL fosforilada, conjugado diretamente com peroxidase de rabano
silvestre (HRP). A incubagdo ocorreu por 2 horas em temperatura ambiente.

5) Alternativamente, a etapa de deteccdo pode utilizar um
conjugado de biotina do anticorpo que reconhece ABL fosforilada. Nestes
exemplos, apds seis lavagens, foi incluida uma etapa de incubagfo sequencial
adicional com estreptavidina-HRP por 1 hora.

6) Alternativamente, a etapa de deteccdo pode utilizar um

conjugade—de— GO _mediado _por oligonucleotideo do anticorpo anti-ABL.
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Tanto o conjugado ligado diretamente quanto o conjugado ligado a biotina-
estreptavidina (SA) de HRP no anticorpo de ABL fosforilada pode ser usado.

6) Para amplificagdo de sinal, 80 plL de biotina-tiramida a 5
pg/mL foram adicionados e reagidos por 15 minutos. A lamina foi lavada seis
vezes com TBS-Tween, duas vezes com 20 % de DMSO/TBS-Tween, € uma
vez com TBS.

7) 80 uLL de SA-Alexa 555 foram adicionados e incubados por
30 minutos. A lamina foi entfo lavada duas vezes, seca por 5 minutos, e
examinada em um visualizador de microarranjo (Perkin-Elmer, Inc.).

O formato de microarranjo de ensaio de proximidade aqui
descrito exibe vantajosamente muito pouco fundamento (por exemplo,
comparado aos ensaios com dois-anticorpos), em virtude da maior
especificidade obtida pela deteccdo da proximidade entre dois anticorpos de
deteccdo.

Exemplo 2. Geracgao de perfis de ativacio para selecio de
medicamento.

As composi¢Ges e métodos da presente invengdo podem ser
aplicados para a selecdo de medicamento no tratamento de céncer. Como um
exemplo ndo limitante, a presente invengdo pode ser usada na identificagdo da
presenga e/ou atividade de uma ou uma pluralidade de proteinas de fusdo
oncogeénicas associadas com malignidades hematoldgicas, a fim de fornecer o
tratamento apropriado para pacientes com estes tipos de cancer. Um protocolo
tipico implica na geragdo de dois perfis, um perfil de ativagdo de referéncia e um
perfil de ativacdo teste, que sdo entdo comparados para determinar a eficiéncia de
um regime de tratamento com medicamento particular (ver figura 2).

Perfil de ativacdo de referéncia

Para produzir um perfil de ativagdo de referéncia, uma amostra

de sangue é obtida a partir de um paciente com um tipo especifico de cancer

(por—exemplo,—leucemia tal como CML) antes do tratamento com
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medicamento anti-cancer. As células tumorais sdo isoladas a partir da amostra

- de sangue usando, por exemplo, qualquer das técnicas descritas aqui com

mais detalhes. As células isoladas podem ser estimuladas in vitro com um ou

. mais fatores de crescimento. As células estimuladas sdo entdo lisadas para

5  produzir um extrato celular. O extrato celular é aplicado a um arranjo

direcionavel que contém uma dilui¢do em série de um painel de anticorpos de

captura especificos para uma ou uma pluralidade de proteinas de fusdo

oncogénicas (sozinhas ou em combinagdo com uma ou uma pluralidade de

moléculas de transdugdo de sinal), cujos estados de ativacdo podem ser

10  alterados nos tipos de cancer do paciente. A detec¢do simples ou ensaios de

proximidade sdo realizados usando os anticorpos de detec¢do apropriados

(por exemplo, anticorpos independentes do estado de ativagdo e/ou anticorpos

dependentes do estado de ativag@io) para determinar o estado de ativagdo de

cada analito de interesse. Um perfil de ativagdo de referéncia € assim gerado,

15  fornecendo os estados de ativagdo de analitos especificos, tais como proteinas

de fusfo oncogénicas no cancer do paciente, na auséncia de qualquer dos
medicamentos anti-cancer.

Perfil de ativacdo teste

Para obter um perfil de ativacéo teste, uma segunda amostra de

20  sangue ¢ obtida do paciente com um tipo especifico de cancer (por exemplo,
leucemia tal como CML) tanto antes do tratamento com medicamento anti-
cdncer quanto apds a administragdo de um medicamento anti-cancer (por
exemplo, em qualquer periodo em todo o curso de tratamento do céncer). As
células de tumor sfo isoladas a partir da amostra de sangue. Se as células

25  isoladas forem obtidas de um paciente que ndo estd recebendo tratamento com
um medicamento anti-cancer, as cé€lulas isoladas sdo incubadas com
medicamentos anti-cancer que alvejam uma ou mais das proteinas de fuséo

oncogénicas ativadas, e/ou moléculas de transducdo de sinal, determinadas a

- ' ivacdo de referéncia descrito anteriormente. Por exemplo,
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se for determinada a partir do perfil de ativagdo de referéncia no qual a

- proteina de fusdo BCR-ABL ¢ ativada, antdo as células podem ser incubadas

com imatinib (Gleevec®). As células isoladas podem entdo ser estimuladas in

) vitro com um ou mais fatores de crescimento. As células isoladas sdo entio

5  lisadas para produzir um extrato celular. O extrato celular € -aplicado no

arranjo direciondvel e a detec¢do simples ou ensaios de proximidade sdo

realizados para determinar o estado de ativagdo de cada analito de interesse.

Um perfil de ativacdo teste para o paciente € assim gerado, fornecendo os

estados de ativacdo de analitos especificos, tais como proteinas de fuséo

10 oncogénicas no cancer do paciente na presenga de medicamentos anti-cancer
especificos.

Selecdo de medicamento

Os medicamentos anti-cancer s@o determinados para ser

adequados ou inadequados para o tratamento do céncer do paciente,

15  comparando o perfil de ativagdo teste com o perfil de ativagdo de referéncia.
Por exemplo, se o tratamento com medicamento fizer com que a maioria ou

todas as proteinas de fusdo oncogénicas, e/ou moléculas de transducdo de
sinal, sejam substancialmente menos ativadas que na auséncia dos
medicamentos, por exemplo, uma mudanga de ativagdo forte sem os

20  medicamentos para ativagdo fraca ou muito fraca com os medicamentos,
entdo o tratamento € determinado para ser adequado para o céancer do
paciente. Em tais exemplos, o tratamento € tanto iniciado com o medicamento
anti-cAncer adequado em um paciente que ndo recebeu terapia com
medicamento, quanto o tratamento subsequente € continuado com o

25  medicamento anti-cincer adequado em um paciente que ja estd recebendo o
medicamento. Entretanto, se o tratamento com medicamento for considerado
inadequado para o tratamento do paciente com cancer, diferentes

medicamentos sdo selecionados e usados para gerar um novo perfil de

tvaca ¢ entdo comparado ao perfil de ativag@o de referéncia. Em
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tais exemplos, o tratamento ¢ tanto iniciado com um medicamento anti-cancer
adequado em um paciente que ndo recebeu terapia com medicamento, quanto
o tratamento subsequente ¢é alterado para um medicamento anti-cancer
adequado em um paciente que recebe atualmente o medicamento inadequado.

O protocolo descrito neste exemplo também € usado para
identificar pacientes que sdo resistentes a terapia com um inibidor de tirosina
quinase, tal como imatinib, em virtude das mutac¢des na proteina quinase alvo
(por exemplo, BCR-ABL), do ndo cumprimento do regime terapéutico e/ou
da administracdo de uma dose de medicamento subideal.

Exemplo 3. Proteinas de fusio oncogénicas exemplares
associadas ao cancer.

Este exemplo fornece uma lista ndo extensa de translocagdes
em tumores humanos que causam a formacdo de proteinas de fusdo
oncogénicas e seus neoplasmas associados.

Linfoma de Burkitt: translocagdo do gene c-myc t(8;14)
(q24;932). A oncoproteina quimérica comum € c-myc/IGH.

AML: translocacdo de uma parte de cromossomo 8 para o
cromossomo 21. A oncoproteina quimérica resultante € RUNX1/ETO. Uma
outra translocagdo t(12; 15) (p 13;925) resulta na oncoproteina quimérica
TEL/TrkC (quinase).

CML: cromossomo Filadélfia é uma translocacdo que resulta
em BCR/ABL (quinase).

Sarcoma de Ewing: translocagdo entre os cromossomos 11 e
22. A oncoproteina quimérica resultante ¢ EWS/FLI (fator de transcrigdo).

ALL: Proteinas oncogénicas quiméricas:
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Translocagao citogenética Anormalidade genética molecular| %
cryptic t(12;2‘1)‘ | _TEL/AM_LL (Quinase) 25.4%
t(i;‘19)(q23';'p1_3) E2A/PBX (PBX1) g 4.8%
£(9;22)(q34:q11)  ~ Fusdo BCT/ABL (P185) ~  1.6%
(4:11)(q21:923) = Fusdo MLL/AF4 v 11.6%
#(8;14)(q24:q32) .  Fusio IGH/MYC

t(11;14)(p13;q11) Fuso TCR/RBTN2

DFSP: Mais de 95 % dos tumores DFSP apresentam a
translocagdo cromossémica t(17;22) que resulta na oncoproteina quimérica
COL1 A1/PDGF (que se liga e ativa PDGFR).

Leucemia  pré-mielocitica aguda: uma  translocagdo
determinada como t( 15; 17) (q22;q 12). A oncoproteina quimérica resultante
¢ RARo/PML (proteina complexa de transcri¢ao).

Pro-leucemia linfoblastica aguda de célula B: translocagdo
t(17;19), que resulta na oncoproteina quimérica E2A/HLF (inibidor de
apoptose).

Leucemia aguda de pré-célula B: translocagdo t(1; 19). A
oncoproteina quimérica ¢ E2A/Pbx1 (substrato de quinase).

Rabdomiossarcoma: translocagéo de t(2:13) (q35;ql4), que
resulta na oncoproteina quimérica PAX3/FKHR (fator de transcri¢do).

Uma malignidade de tecido mole de crianga muito jovem:
t(12;15) (p13;925) rearranjo que resulta na oncoproteina quimérica a seguir:
proteina tirosina quinase ETV6/NTRK3 (quinase).

Carcinoma de tiredide papilar: a oncoproteina quimérica é
RET/PTC (quinase).

Cancer de préstata: a oncoproteina quimeérica ¢ TMRSS/ERG

(quinase).
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Exemplos adicionais de translocagdes em tumores de humanos

que causam a formagdo de proteinas de fusdo oncogénicas e seus neoplasmas

associados:
Oncogene Neoplasma
ber/abl Leucemia mielogénica cronica, leucemia linfocitica aguda
dek/can Leucemia mieloide aguda
E2A/pbx1 Leucemia aguda de pré-celula B
PML/RAR Leucemia pré-mielocitica aguda
?/erg Leucemia mieloide
irel/urg Linfoma de célula B
CBFB/MYHI11 Leucemia mieloide aguda
amll/mtg8 Sarcoma de Ewing
ews/fli Linfoma de célula B
hrx/af4 Leucemias agudas
NPM/ALK Linfomas de célula grande

Adaptado de G.M. Cooper, Oncogenes, 2* ed. Boston e Londres: Jones e
Bartlett, 1995.

Exemplo 4. Imunoensaio mediado por proximidade para a
detecciio dos niveis totais e ativados de proteinas de fusdo oncogénicas.

Introducdo

O oncogene BCR-ABL ¢ formado por uma translocag¢do do
gene ABL normal localizado no brago longo do cromossomo 9, na parte N-
terminal do gene BCR localizado no brago longo do cromossomo 22, para
formar o cromossomo Filadélfia. Dependendo de onde o gene ABL
translocado ¢ unido no N-terminal do gene BCR, tamanhos diferentes dos
produtos de gene BCR-ABL sdo produzidos, com o mais prevalente sendo o
produto de gene p210 BCR-ABL, como o oncogene que causa CML e um
subconjunto de ALL. Outros produtos de gene adicionais, tais como p185 e
p230 BCR-ABL, também séo produzidos. Em particular, o produto de gene
p210 BCR-ABL ¢ responsavel por causar AML. Esta proteina contém 1.790
aminoacidos e ¢ composta de um dominio de oligomerizagdo (OLI) de BCR
na terminacdo N, seguido pelo dominio S/T quinase de BCR, um inserto de

sequéncia de aminoacidos de BCR que ndo estd presente em BCR normal,
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seguido pelos dominios SH3, SH2 e Y quinase de ABL, bem como o dominio
rico em prolina C-terminal de ABL.

Fundamento clinico

Embora a maioria dos pacientes com leucemia mielogénica
cronica (CML) na fase crénica respondam bem a imatinib, alguns pacientes
ndo atingem o ponto final desejado, e outros eventualmente podem sucumbir
a resposta ou sdo intolerantes. Com relagéo ao tratamento com 400 mg/dia de
imatinib (Gleevec): existe uma resposta citogenética completa (CCyR) em 70-
80 % dos pacientes; existe uma perda de CCyR em uma taxa de 4 a 7 % /ano
nos primeiros 3 anos, e entdo 1 a 2 % /ano a partir de entio; a taxa de
sobrevivéncia completa apés 7 anos € de 90 %, a mesma taxa sem
sobrevivéncia apds 7 anos é de 81 % e a taxa de recaida é de cerca de 30 %
em 5 anos. Existe uma resposta melhor ao tratamento com 800 mg/dia de
imatinib (Gleevec) (CCyR = 95 %; Taxa de recaida = 5 %), mas uma dose
como esta de imatinib é também mais téxica. Nilotinib apresenta uma
eficiéncia similar com 800 mg/dia de imatinib, mas ¢ mais toxico que
imatinib.

A inibi¢do completa de BCR-ABL rende melhores respostas
ao Gleevec, mas a inibi¢do incompleta de BCR-ABL resulta em recaida com
relagdo ao Gleevec. Portanto, a detecgdo em tempo real do nivel de expressdo
e do grau de ativagdo de BCR-ABL beneficiaria pacientes com CML em
terapia alvejada, ajustando a dose do medicamento para inibir eficientemente
o alvo, minimizando ao mesmo tempo a toxicidade. Por exemplo, aqueles
pacientes com inativagdo incompleta com 400 mg/dia de Gleevec podem ser
colocados em uma dose maior (por exemplo, 800 mg/dia) mais répido para
garantir a resposta.

Desafio de diagnéstico

Os niveis elevados da linha de base de BCR e ABL de

—————tamanhe-tetal-tornam muito dificil a detec¢do relativamente baixa de proteina
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de fusdo BCR-ABL em abundancia. Além disso, os ensaios atuais que

detectam os niveis de fosforilagdo de BCR-ABL ndo apresentam a

sensibilidade de detectar a fosforilagdo em amostras de sangue clinicas. Além

do mais, os anticorpos contra proteinas de fusdo, tal como BCR-ABL, njo séo
5  muito especificos para variantes multiplos da proteina de fusfo.

Ensaios de deteccio de BCR-ABL inédito

A figura 3A ilustra um ensaio de proximidade exemplar (300)
para detectar a presenca (nivel total) e/ou estado de ativagdo (nivel de
fosforilagdo) de uma proteina de fusdo oncogénica, tal como BCR-ABL

10  (310). A figura 3B ilustra uma modalidade alternativa (400) dos ensaios de
proximidade da presente invencdo para detectar a presenca (nivel total) e/ou
estado de ativacdo (nivel de fosforilagdo) de BCR-ABL (410), usando os
anticorpos de ligagdo.

Os exemplos ndo limitantes de anticorpos adequados para uso nos

15  métodos para medir os niveis de proteina BCR-ABL total e/ou ativada, da maneira
ilustrada nas figuras 3A-3B, incluem aqueles apresentados na tabela 1 anterior.

Resultados

A figura 4 ilustra o sinal de BCR-ABL em células K562 (isto
€, células de uma linhagem celular de leucemia mielogénica cronica humana)

20  apds a remogdo de BCR livre de tamanho total, usando um anticorpo
especifico para a regido carboxil terminal de BCR de tamanho total conjugado
com as contas, de acordo com o ensaio de proximidade exemplar representado
na figura 3A. Em particular, a figura 4 demonstra que o sinal de BCR-ABL
ndo ¢é afetado por remog¢do de BCR livre a partir de uma amostra de paciente

25  usando o ensaio de proximidade inédito da presente invengao.

A figura 5 ilustra o sinal de BCR em células K562 apos a
remocdo de BCR livre, usando um anticorpo especifico para a regido carboxil

terminal de BCR de tamanho total conjugado com as contas, de acordo com o

- - ' imi lar representado na figura 3A. Da maneira
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mostrada na figura 5, uma diminui¢8o no sinal de BCR em 10.000 células
demonstra que apenas BCR é removida usando o ensaio de proximidade
inédito da presente invengao.
- A figura 6 ilustra a detecgio de niveis totais e fosforilados de
5 BCR-ABL em células K562, usando o ensaio de proximidade exemplar
representado na figura 3A.
Conclusdo
Este exemplo demonstra que os ensaios de proximidade
exemplares, representados nas figuras 3A e 3B, para detectar a presenc¢a e/ou
10  estado de ativagcdo de BCR-ABL séo vantajosos para pelo menos as razdes a
seguir: (1) proteinas BCR de tamanho total podem ser removidas de uma
amostra de paciente, tal como sangue ou aspirado de medula 6ssea, usando
um rétulo de diminui¢do especifico para a regifio C-terminal de BCR; (2) uma
vez que a BCR de tamanho total ¢ removida da amostra do paciente, os
15  anticorpos de captura especificos para a regio N-terminal de BCR podem
capturar as proteinas de fusdo BCR-ABL; e (3) uma vez que as proteinas de
fusdo BCR-ABL s#o capturadas, seus niveis de expressdo e ativagdo podem
ser detectados com alta sensibilidade por meio de canalizagdo por
proximidade, em que um sinal detectavel simples, que esta correlacionado aos
20  niveis de proteina total ou ativada de BCR-ABL, ¢ gerado apenas mediante a
ligacdo de todos os trés anticorpos, resultando em melhor especificidade do
ensaio, menos fundamento e detecgdo simplificada.
Exemplo 5. Detec¢io dos niveis totais e ativados de BCR-
ABL sem interferéncia de BCR e/ou ABL de tamanho total.
25 Este exemplo fornece dados experimentais adicionais que
demonstram as vantagens dos ensaios de proximidade exemplares,
.representados nas figuras 3A e 3B, para detectar a presenca (nivel total) e/ou

estado de ativagio (nivel de fosforilagdo) de BCR-ABL. Em uma modalidade

' 5 i de tamanho total sdo removidas de um extrato de
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células (por exemplo, células brancas do sangue malignas, tais como células
de leucemia) obtido de uma amostra do paciente ou de um extrato de células
obtido de uma linhagem celular (por exemplo, uma linhagem celular de
leucemia), usando um roétulo de diminui¢do especifico para a regido C-
terminal de BCR. Uma vez que a BCR de tamanho total é removida do
extrato celular, os anticorpos de captura especificos para a regido N-terminal
de BCR podem capturar as proteinas de fusdo BCR-ABL. Uma vez que as
proteinas de fusdo BCR-ABL sfo capturadas, seus niveis de expressdo e
ativagdo podem ser detectados com alta sensibilidade por meio de canalizacéo
por proximidade, em que um sinal detectdvel simples, que esta correlacionado
aos niveis totais ou ativados de proteina BCR-ABL, é gerado apenas mediante
a liga¢do dos trés anticorpos, resultando vantajosamente em melhor
especificidade do ensaio, menos fundamento e detecgdo simplificada.

A figura 7 ilustra o nivel de fosforilagdo ("BCR-ABL fosfo") e
a quantidade total ("BCR-ABL total") de BCR-ABL detectado em células
K562 (isto €, células de uma linhagem celular de leucemia mielogénica
cronica humana) apos a remog¢do de BCR livre de tamanho total, usando um
anticorpo especifico para a regido carboxil terminal de BCR de tamanho total
conjugado com as contas de acordo com o ensaio de proximidade exemplar
representado na figura 3A. Em particular, as figuras 7A e 7B mostram que os
sinais de BCR-ABL fosforilada e total ndo foram alterados apds colocar um
extrato de células K562 em contato com os anticorpos especifico para a
terminagdo C de BCR de tamanho total, acoplados com as contas para
remover a proteina BCR livre, usando o ensaio de proximidade inédito da
presente invencdo. A figura 7C ilustra que a BCR livre de tamanho total foi
realmente removida do extrato celular apdés o tratamento com contas
acopladas ao anticorpo C-terminal de BCR.

A figura 8 fornece uma outra ilustragdo do sinal de BCR-ABL

fosforilada-em células K562 apds a remocdo de BCR livre, usando um




10

15

20

25

160

anticorpo especifico para a regido carboxil terminal de BCR de tamanho total
conjugado com as contas de acordo com o ensaio de proximidade exemplar
representado na figura 3A. Em particular, a figura 8A fornece uma
comparagdo de microarranjo do sinal de BCR-ABL fosforilada detectado em
lisados de célula K562, com ou sem a remog¢do de BCR de tamanho total
("Contas ndo tratadas" = BCR néo removida versus "Contas tratadas" = BCR
removida com contas que contém um anticorpo especifico para a terminagéo
C de BCR de tamanho total conjugado a estas). A figura 8B fornece uma
representacdo grafica dos dados de microarranjo com unidades de
fluorescéncia relativa (RFU) como uma fun¢do do numero celular. Estas
figuras demonstram que o sinal de BCR-ABL fosfo néo foi alterado mediante
a remog¢do de BCR de tamanho total de um extrato de células K562, usando o
ensaio de proximidade inédito da presente invengao.

A figura 9 fornece uma outra ilustragdo do sinal de BCR-ABL
total em células K562 apds a remogdo de BCR livre, usando um anticorpo
especifico para a regido carboxil terminal de BCR de tamanho total conjugado
com as contas de acordo com o ensaio de proximidade exemplar representado
na figura 3A. Em particular, a figura 9A fornece uma comparagdo de
microarranjo do sinal de BCR-ABL total detectado em lisados de célula
K562, com ou sem a remog¢do de BCR de tamanho total ("Contas ndo
tratadas" = BCR ndo removida versus "Contas tratadas" = BCR removida com
contas que contém um anticorpo especifico para a terminagdo C de BCR de
tamanho total conjugado a estas). A figura 9B fornece uma representagdo
grafica dos dados de microarranjo com unidades de fluorescéncia relativa
(RFU) como uma fung¢do do numero celular. Estas figuras demonstram que o
sinal de BCR-ABL total ndo foi alterado mediante a remoc¢do de BCR de
tamanho total de um extrato de células K562, usando o ensaio de proximidade

inédito da presente invengdo.
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A figura 10 fornece uma outra ilustragdo da remog¢do de BCR
livre de tamanho total a partir de um extrato de células K562, apds colocar o
extrato celular em contato com contas acopladas ao anticorpo C-terminal de
BCR. Em particular, a figura 10A fornece uma comparagdo de microarranjo
do sinal total de BCR detectado em lisados de célula K562, com ou sem a
remog¢do de BCR de tamanho total ("Contas nfo tratadas" = BCR nio
removida versus "Contas tratadas" = BCR removida com contas que contém
um anticorpo especifico para a terminagdo C de BCR de tamanho total
conjugado a estas). A figura 10B fornece uma representacdo grafica dos dados
de microarranjo com unidades de fluorescéncia relativa (RFU) como uma fungio
do numero celular. Estas figuras demonstram que BCR de tamanho total foi
reduzida virtualmente do extrato celular quando tratada com contas que contém
um anticorpo especifico para a terminagdo C de BCR de tamanho total. De fato, os
extratos celulares que contém, por exemplo, menos de 1.000 células ndo
produziram um sinal de BCR que foi significativamente acima do basico (0
células) quando incubados com contas acopladas ao anticorpo C-terminal de
BCR.

A figura 11 ilustra que as proteinas BCR e ABL livres de
tamanho total, mas nfo a proteina de fusdo BCR-ABL, estdo presentes nas
células brancas do sangue (WBCs). A figura 12 mostra que a BCR livre de
tamanho total presente em WBCs inibiu o sinal de BCR-ABL fosfo em
extratos de célula K562, quando tais extratos de célula K562 foram
aumentados com extratos de WBC. A figura 13 ilustra o sinal de BCR-ABL
total em células K562 aumentadas com extratos de WBC apos a remogéo de
BCR livre, usando um anticorpo especifico para a regido carboxil terminal de
BCR de tamanho total conjugado com as contas. Em particular, A figura 13A
mostra que o sinal de BCR livre foi saturado quando os extratos de célula

K562 foram aumentados com os extratos de WBC. Apds o tratamento com

contas-acopladas ao anticorpo BCR, a BCR livre foi removida. A figura 13B
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mostra que o sinal de BCR-ABL néo foi alterado com ou sem o tratamento
com contas no mesmo experimento.

Em algumas modalidades, a proteina ABL de tamanho total
pode ser adicionalmente ou alternativamente removida do extrato de células
(por exemplo, células brancas do sangue malignas, tais como células de
leucemia) obtido de uma amostra do paciente, ou do extrato de células obtido
de uma linhagem celular (por exemplo, uma linhagem celular de leucemia),
antes da captura e detecg@o da expressdo e/ou ativagdo de BCR-ABL, usando
um roétulo de diminui¢&o especifico para a regifo amino.terminal de ABL de
tamanho total. Um exemplo nfo limitante de um rétulo de diminui¢do como
este é uma conta na qual um anticorpo especifico para a regido N-terminal de
ABL de tamanho total € afixado.

Exemplo 6. Deteccao dos niveis totais e ativados de BCR-
ABL em células tratadas com inibidores da atividade de BCR-ABL
quinase.

Este exemplo demonstra que os inibidores de BCR-ABL, tais
como imatinib (Gleevec®), nilotinib (Tasigna®), e dasatinib (Sprycel®),
inibiram a ativagdo dose-dependentemente (isto €, fosforilagdo), mas ndo a
expressio (isto é, niveis totais), de proteina BCR-ABL em células K562 (isto
é, células de uma linhagem celular de leucemia mielogénica crénica humana).

Em particular, as figuras 14A e 14B ilustram que o inibidor de
BCR-ABL, imatinib (Gleevec®), inibiu a ativagfio dose-dependentemente (isto &,
fosforilagdo), mas ndo a expressdo (isto €, niveis totais), de proteina BCR-ABL
em células K562. A figura 14C mostra a razio fosfo/total de BCR-ABL mediante
inibicdo com imatinib, que esta correlacionada com o percentual de inibi¢do do
sinal de BCR-ABL fosfo com o tratamento com imatinib.

As figuras 15A e 15B ilustram que o inibidor de BCR-ABL,
nilotinib (Tasigna®), inibiu a ativagdo dose-dependentemente (isto é,

essdo (isto é, niveis totais), de proteina BCR-
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ABL em células K562. A figura 15C mostra a razio fosfo/total de BCR-ABL
mediante inibi¢do com nilotinib, que esta correlacionada com o percentual de
inibicdo do sinal de BCR-ABL fosfo com tratamento com nilotinib.

As figuras 16A e 16B ilustram que o inibidor de BCR-ABL,

5  dasatinib (Sprycel®), inibiu a ativagdo dose-dependentemente (isto §,
fosforilagdo), mas nfo a expressdo (isto &, niveis totais), de proteina BCR-
ABL em células K562. A figura 16C mostra a razdo fosfo/total de BCR-ABL
mediante a inibicdo com dasatinib, que esta correlacionada com o percentual
de inibi¢do do sinal de BCR-ABL fosfo com o tratamento com dasatiﬁib.
10 Exemplo 7. Deteccdo dos niveis totais e ativados do
substrato BCR-ABL CRKL em varias linhagens celulares de cancer.

Este exemplo demonstra a detec¢@o dos niveis totais e ativados
(fosforilado) do substrato de BCR-ABL CRKL, da maneira determinada por
um ELISA em sanduiche. Em outras modalidades, a presenga e/ou estado de

15  ativagdo de um substrato de BCR-ABL, tal como CRKL, pode ser medida
usando um ensaio de proximidade tal como um imunoensaio de proximidade
colaborativa (COPIA) descrito no pedido PCT PCT/US2010/042182,
depositado em 15 de julho 2010, e nas publicagdes de patente U.S.
20080261829, 20090035792 e 20100167945, cujas revelagdes sdo aqui

20  incorporadas pela referéncia na sua integra, com todos os propositos.

A figura 17 ilustra que CRKL estd tanto presente quanto
ativado (isto é, fosforilado) em células K562 (isto é, células de uma linhagem
celular de leucemia mielogénica cronica humana). A figura 18 mostra que
CRKL esta presente em células A431 (isto é, células de uma linhagem celular

25  de carcinoma epidermoéide humano), e ¢ ativado (isto é, fosforilado) mediante
tratamento com EGF. A figura 19 mostra que CRKL est4 presente em células
T47D (isto é, células de uma linhagem celular de tumor de epitélio ductal de

mama em humano), mas ndo ¢ ativado (isto é, fosforilado) mediante

A mostra que CRKL esta presente em células
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T47D e é ativado (isto €, fosforilado) em baixos niveis mediante tratamento
com heregulina (HRG). A figura 21 mostra que CRKL estd presente em
células MCF-7 (isto é, células de uma linhagem celular de adenocarcinoma de
mama em humano) e € ativado (isto ¢, fosforilado) em baixos niveis mediante
tratamento com heregulina (HRG). A figura 22 ilustra a presenga de CRKL
ativado (isto é, fosforilado) nas células brancas do sangue (WBCs) de amostras de
paciente, com o nivel de ativag&o sendo diferente entre os doadores.

Exemplo 8. Deteccio dos niveis totais e ativados do
substrato BCR-ABL JAK?2 em varias linhagens celulares de cancer.

Este exemplo demonstra a deteccdo dos niveis ativados
(fosforilados) do substrato de BCR-ABL JAK?2, da maneira determinada por
um ELISA em sanduiche. Em outras modalidades, a presenca e/ou estado de
ativacdo de um substrato de BCR-ABL, tal como JAK2, pode ser medida
usando um ensaio de proximidade, tal como um imunoensaio de proximidade
colaborativa (COPIA) descrito no pedido PCT PCT/US2010/042182,
depositado em 15 de julho de 2010, e publicacdo de patente U.S.
20080261829, 20090035792 e 20100167945, cujas revelagdes sdo aqui
incorporadas pela referéncia na sua integra, com todos os propésitos.

A figura 23 ilustra que JAK2 ¢ ativado (isto €, fosforilado) em
células K562 (isto €, células de uma linhagem celular de leucemia
mielogénica cronica humana) e células A431 (isto €, células de uma linhagem
celular de carcinoma epidermdide humano).

Exemplo 9. Isolamento de células a partir do sangue sem
diluicio de medicamento anti-cancer.

Este exemplo demonstra a recuperagdo de células K562 (isto &,
células de uma linhagem celular de leucemia mielogénica cronica humana), a
partir do sangue, aumentada com células K562 usando conta magnética de
captura com anticorpos anti-CD45, seguido pela preparagdo de um lisado

cetular-de K5 determinacio-do estado de expressdo e/ou ativagdo de uma
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ou mais proteinas de fusdo oncogénicas (por exemplo, BCR-ABL), substratos
destas, vias destas ou combinagdes destas. Este exemplo também demonstra a
recuperacao de células brancas do sangue a partir de amostras de sangue de
paciente, usando conta magnética de captura com anticorpos anti-CD45 e/ou
anti-CD15, seguido pela preparacdo de um lisado celular e determinag¢ao do
estado da expressdo e/ou ativacdo de uma ou mais proteinas de fusdo
oncogénicas (por exemplo, BCR-ABL), substratos destas, vias destas ou
combinagdes destas. Eliminando a necessidade de qualquer das etapas de
lavagem apos o isolamento celular, os métodos aqui descritos sdo vantajosos
em decorréncia de células de interesse poderem ser recuperadas a partir do
sangue sem mudar a concentragdo intracelular de um medicamento anti-
cancer, tal como um inibidor de tirosina quinase. Como tal, os métodos
descritos neste exemplo sdo contrdrios a pratica aceita na técnica de lavar as
células apos o isolamento (por exemplo, células ligadas a conta de lavagem),
e fornecer lisados celulares a partir de células recuperadas sem diluigdo
substancial de um medicamento anti-cancer, tal como um inibidor de tirosina
quinase (por exemplo, Gleevec®, Tasigna®, Sprycel®, etc.), dentro das células.

Recuperacao de células K562 a partir de 1mL de sangue

usando Dynacontas CD45

1. Preparar o tampao 1.

1.1 Adicionar 500mg de BSA em 500 mL de PBS.

1.2 Adicionar 2 mL de EDTA 0,5M.

2. Preparar sangue e refor¢o com células K562.

2.1 Obter 10 mL de sangue total do doador.

2.2 Diluir 1:1 a diluigdo de sangue com tampao 1.

2.3 Fazer uma contagem celular de células K562 usando o
contador de células automatizado.

2.4 Adicionar 5¢6, le6, 0.1e6 e 0 células K562 separadamente

em ImL de sangue diluido para cada concentragao.

Peticdo 870200145696, de 18/11/2020, pag. 5/8
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3. Lavar com dynacontas (Invitrogen Cat. No. 111.53D).

3.1 Transferir 100 uLL de contas para cada le7 células em um
tubo eppendorfde 1,5 mL.

3.2 Adicionar ImL de tampao 1 e misturar delicadamente.

3.3 Colocar o tubo no ima por 1 minuto.

3.4 Remover o sobrenadante.

3.5 Remover o tubo do ima e ressuspender em quantidades
iguais de tampao 1, como o volume inicial de contas transferidas.

4. Isolamento de célula.

4.1 Adicionar 100 pL de contas lagadas em cada amostra de
sangue K562 aumentada.

4.2 Incubar as amostras em um rotor em uma temperatura fria
(ou temperatura ambiente) por 20 minutos, 2 horas ou 1 hora.

4.3 Colocar amostras no ima e remover o sobrenadante.

5. Preparagao de lisado celular.

5.1 Adicionar 1 mL de tampao de lise gelado as contas ligadas
as 5e6 células K562

5.2 Adicionar 500 puL de tampao de lise as contas ligadas as
le6 células K562.

5.3 Adicionar 100 uL de tampao de lise as contas ligadas as
0,1e6 células K562.

54 Vortexar e colocar no gelo por 20'; vortexar
intermitentemente.

5.5 Centrifugar por 15' na velocidade méaxima a 4 graus.

5.6 Transferir o sobrenadante para um tubo eppendorf para
correr o microarranjo, por exemplo, realizando o imunoensaio mediado por
proximidade aqui descrito

Isolamento de célula CML a partir da amostra de sangue do

paciente usando Dynabeads CD45 e/ou CD15

Peticdo 870200145696, de 18/11/2020, pag. 6/8
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1. Preparar o tampao 1.

1.1 Adicionar 500mg de BSA em 500 mL de PBS.

1.2 Adicionar 2 mL de EDTA 0,5M.

2. Preparar o sangue do paciente.

2.1 Obter 2-3mL de sangue total do paciente usando EDTA
(ou heparina) como um anti-coagulante.

2.2 Adicionar ou ndo inibidores de protease.

3. Lavar DynaBeads (Invitrogen Cat. No. 1 11.53D).

3.1 Transferir 100 plL (200 pL, 300 puL) de contas para cada 1
mL de amostra de sangue para um tubo eppendorf de 1,5 mL.

3.2 Adicionar 1 mL de tamp&do 1 e misturar delicadamente.

3.3 Colocar o tubo no ima por 1 minuto.

3.4 Remover o sobrenadante.

3.5 Remover o tubo do im& e ressuspender em 100 plL de
tampdo 1 como o volume inicial de contas transferidas.

4. Isolamento de células.

4.1 Adicionar os 100 pL de contas lavadas em 1 mL de
amostra de sangue em um tupo eppendorf de 1,5 mL.

4.2 Incubar as amostras em um rotor em uma termperatura fria

- (ou temperatura ambiente) por 20 minutos, 2 horas ou 1 hora.

4.3 Colocar as amostras no imé e remover o sobrenadante

5. Preparagdo de lisado celular.

5.1 Adicionar 100 pL de tampdo de lise nas contas ligadas com
células.

5.2 Vortexar e colocar no gelo por 20'; vortexar
intermitentemente.

5.3 Centrifugar por 15' em velocidade maxima a 4 graus.
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5.4 Transferir o sobrenadante para um tubo eppendorf para
correr 0 microarranjo, por exemplo, realizando o imunoensaio mediado por
proximidade aqui descrito.

A figura 24 ilustra que BCR-ABL fosforilada pode ser
detectada e medida em lisados celulares preparados a partir de células K562,
isoladas de sangue usando contas magnéticas anti-CD45. Em particular, o
anticorpo 4G10 (Millipore), que se liga ao residuo fosfo-tirosina na porgédo
Abl da proteina de fusdo, foi usado para detectar os niveis de BCR-ABL
fosforilada. Um ensaio similar pode ser realizado em lisados celulares
preparados a partir de células brancas do sangue (por exemplo, células de
leucemia mielogénica crénica (CML)), isoladas das amostras de sangue de
paciente, usando contas magnéticas anti-CD45 e/ou anti-CD15 para detectar e
medir a presenga e/ou nivel de BCR-ABL fosforilada.

Exemplo 10. Deteccio tanto dos niveis totais de proteina de
fusdo oncogénica quanto dos niveis totais de proteina de tamanho total
natural em amostras de paciente.

Este exemplo demonstra um método para a detec¢do
simultdnea da quantidade total e/ou estado de ativagdo de uma proteina de
fusdo oncogénica, em combinacdo com uma ou ambas as proteinas de
tamanho total naturais que contém sequéncias ou dominios encontrados na
proteina de fus@o oncogénica. Em uma modalidade particular, o presente
método possibilita a detec¢do e/ou medicdo tanto dos niveis totais de BCR-
ABL quanto dos niveis totais de BCR e/ou ABL de tamanho total natural em
uma amostra bioldgica, tal como uma amostra de sangue ou aspirado de
medula 6ssea.

Em certas modalidades, os niveis de proteina natural (por

exemplo, niveis de BCR e/ou ABL de tamanho total) sdo determinados junto

com os niveis de proteina de fusdo oncogénica (por exemplo, niveis de BCR-
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modalidades, a proteina de tamanho total natural pode ser isolada
vantajosamente junto com proteina de fusdo oncogénica, de maneira tal que
os niveis destas moléculas sejam determinados na mesma peca.

A figura 25 ilustra que os niveis totais de BCR-ABL no
foram alterados quando um anticorpo direcionado para as terminagdes C de
BCR de tamanho total natural (cujo dominio C-terminal nfo esta presente em
BCR-ABL) foi indicado na mesma ldmina da mesma pe¢a, como um
anticorpo direcionado para a regifo N-terminal de BCR-ABL. A figura 26
ilustra que o sinal de BCR livre natural, detectado com um anticorpo BCR
especifico para a terminagdo N, foi reduzido quando um anticorpo
direcionado para a terminagdo C de BCR natural foi identificado na mesma
lamina da mesma pega.

Em modalidades particulares, o método descrito neste exemplo
pode ser usado para detectar e/ou medir niveis totais de BCR-ABL, bem
como niveis totais de BCR ou ABL de tamanho total natural, e uma razdo dos
niveis totais de BCR-ABL para os niveis de BCR ou ABL de tamanho total
natural pode ser calculada. Em alguns exemplos, a razdo de niveis de BCR-
ABL para os niveis de BCR ou ABL de tamanho total natural ¢ calculada para
fornecer uma determinacdo mais exata de indicadores de resposta tais como,
por exemplo, uma resposta molecular principal, uma resposta molecular
completa, uma resposta citogenética completa e combinagdes destas. Em
outros exemplos, o método descrito neste exemplo pode ser usado para
monitorar mudangas na expressio de BCR-ABL, com relagéo a um controle,
tal como BCR ou ABL de tamanho total natural (por exemplo, calculando
uma razdo dos niveis de BCR-ABL totais para os niveis de BCR ou ABL de
tamanho total natural) como uma funcio de terapia (por exemplo, terapia de

inibidor de tirosina quinase).

Todas as publicagdes e pedidos de patente citados nesta
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ou pedido de patente individual fosse especificamente e individualmente
indicado para ser incorporado pela referéncia. Embora a inven¢do precedente
tenha sido descrita em alguns detalhes a titulo de ilustracdo e exemplo com
propositos de esclarecer o entendimento, serd facilmente evidente aos
versados na técnica, a luz dos preceitos desta invengdo, que certas mudangas e
modifica¢bes podem ser realizadas aqui sem fugir do espirito ou escopo das

reivindicacdes em anexo.
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REIVINDICACOES

1. Método para determinar o nivel ou estado deagdiv de uma
proteina de fusdo oncogénica, caracterizado ptdadfaque compreende:

(a) colocar um extrato celular em contato com unragira fracao
de ligacdo especifica para um primeiro dominio i@ primeira proteina de tama-
nho total, em condi¢Bes adequadas para transfaméameira proteina de tamanho
total presente no extrato celular em um complex»apmpreende a primeira protei-
na de tamanho total e a primeira fracdo de ligagéogue o primeiro dominio da
primeira proteina de tamanho total ndo apresentaproteina de fusdo oncogénica
correspondente, que compreende um segundo donifi@ierde da primeira proteina
de tamanho total fundido a um primeiro dominio d®&wsegunda proteina de tama-
nho total diferente;

(b) remover o complexo da etapa (a) a partir doagxicelular para
formar um extrato celular desprovido da primeirat@ina de tamanho total;

(c) colocar o extrato celular da etapa (b) em dontam uma se-
gunda, uma terceira e uma quarta fracao de ligggésob condigbes adequadas pa-
ra transformar a proteina de fusdo oncogénica mes® extrato celular em um
complexo compreendendo a proteina de fusdo onamy@&nia segunda, terceira e
quarta fracao de ligagao;

em que a segunda fracdo de ligacdo é especifieagpaegundo
dominio da primeira proteina de comprimento toi@rdnte, em que a segunda fra-
céo de ligacao é contida em um suporte solido eraruamjo,

em que a terceira fracao de ligagéo é etiquetaataucoa fracdo de
facilitacdo e é especifica para um dos seguiniee: grimeiro dominio da segunda
proteina de tamanho total diferente; (ii) o segutholminio diferente da primeira pro-
teina de tamanho total; ou (iii) o sitio de fusédtreeo segundo dominio diferente da
primeira proteina de tamanho total, e o primeirmithio da segunda proteina de ta-
manho total diferente,

em que a quarta fracdo de ligagcdo é marcada copriamiro ele
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mento de um par de amplificacéo de sinal, e é és@epara o primeiro dominio da
segunda proteina de tamanho total diferente, e

em que a fracéo de facilitacdo gera um agente agio que ca-
naliza e reage com o primeiro elemento do par gdiieacao de sinal;

(d) incubar o complexo da etapa (c) com um seg@teimento do
par de amplificacdo de sinal para gerar um singlificado; e

(e) detectar o sinal amplificado gerado a partirpdoeiro e se-
gundo elementos do par de amplificacdo de sinayés da determinacdo dos niveis
ou do estado de ativagédo da proteina de fusdo éniuag

2. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, cariaeido pelo fa-
to de que o extrato celular compreende um extratcétllas isoladas de uma amos-
tra opcionalmente selecionado de sangue total, pa®ma, urina, escarro, fluido do
lavado brénquico, lagrimas, aspirado de mama,,lsdhva, aspirado por agulha fina
(FNA) e combinagbes dos mesmos.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 2, cariaeito pelo fa-
to de que a amostra é obtida a partir de um pacwrTh cancer, opcionalmente cau-
sado pela formacédo de uma proteina de fusdo comicag@evido a translocagéo do
cromossomo na célula de cancer, o dito cancer oploi@nte sendo uma malignida-
de hematoldgica, sarcoma osteogénico, ou sarcortecid® mole, adita malignida-
de hematoldgica sendo uma leucemia ou linfomaghmiec mielogénica crénica (C-
ML).

4. Método, de acordo com a reivindicacdo 2, caraeito pelo fa-
to de que as células isoladas sédo selecionadasugo que consiste em células tu-
morais circulantes, leucécitos e combinacfes dasmos, ou em que que as células
isoladas sdo estimuladasvitro com fatores de crescimento, ou em que as células
isoladas sdo incubadas com um medicamento antecamtes da estimulagcdo com
fator de crescimento, ou em que as células isokd@ladisadas ap6s o estimulo com
fator de crescimento para produzir o extrato celalaem que as células isoladas nédo

séo lavadas antes da lise para produzir o exteduitac.
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5. Método, de acordo com qualquer uma das reivagdies 1 a 4,
caracterizado pelo fato de que a proteina de foséogénica é selecionada do grupo
que consiste em BCR-ABL, DEK-CAN, E2A-PBX1, RARPML, IREL-URG,
CBFR-MYH11, AML1-MTG8, EWS-FLI, LYT-10-G1, HRX-ENL, HRX-AF4,
NPM-ALK, IGH-MYC, RUNX1-ETO, TEL-TRKC, TEL-AML1, MLL-AF4, TCR-
RBTN2, COL1Al1-PDGF, E2A-HLF, PAX3-FKHR, ETV6-NTRK3RET-PTC,
TMRSS-ERG, TPR-MET e combina¢des dos mesmos.

6. Método, de acordo com qualquer uma das reivagdies 1 a 5,
caracterizado pelo fato de que a proteina de foséogénica é BCR-ABL.

7 Método, de acordo com a reivindicacdo 6, caraei@o pelo fato
de que a primeira proteina de tamanho total é BfRque o primeiro dominio da
primeira proteina de tamanho total compreende @oegarboxila-terminal de BCR
(BCR-C)., em que o segundo dominio diferente dagira proteina de tamanho to-
tal compreende a regido amino-terminal de BCR (BgRem que a segunda protei-
na de tamanho total diferente é ABL, em que o grongominio da segunda protei-
na de tamanho total diferente compreende a regimxila-terminal de ABL (ABL-
C), em que a primeira proteina de tamanho totaBE, &m que a segunda proteina
de tamanho total diferente é BCR.

8. Método, de acordo com qualquer uma das reivagdies 1 a 7,
caracterizado pelo fato de que o estado de ativdg@becionado do grupo que con-
siste em um estado de fosforilagéo, estado de itibagao, estado de complexacéo e
combinagBes dos mesmos, ou ainda compreende dederadicionalmente o nivel
ou estado de ativacdo de uma ou mais moléculasadedticdo de sinal, em que a
dita uma ou mais moléculas de transducéo de simal substrato de BCR-ABL, em
gue o dito substrato de BCR-ABL é selecionado dggrque consiste em CRKL,
JAK2, STATS, VAV, BAP-1 e combinagbes dos mesmos.

9. Método, de acordo com qualquer uma das reivagdies 1 a 8,
caracterizado pelo fato de que a primeira fracabgdedo compreende um primeiro

anticorpo, o dito primeiro anticorpo € afixado a smporte sélido, em que o suporte
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sélido é selecionado do grupo que consiste em valéstico, chipes, pinos, filtros,
contas, papel, membrana, feixes de fibras e cogid@sados mesmos.

10. Método, de acordo com qualquer uma das renagdes 1 a 9,
caracterizado pelo fato de que a segunda fraciigalifio compreende um segundo
anticorpo, o dito segundo anticorpo é afixado asuporte sélido, em que o suporte
sélido é selecionado do grupo que consiste em vpléstico, chipes, pinos, filtros,
contas, papel, membrana, feixes de fibras e coigid@sados mesmos.

11. Método, de acordo com qualquer uma das resagdes 1 a
10, caracterizado pelo fato de que as etapas(é))ammpreendem um ensaio imuno-
absorvente ligado e enzima (ELISA), um ensaio tter@tria de fluxo, ou um ensaio
de selecéo de rétulo, o dito ELISA opcionalmenteme@ende um ELISA em sandu-
iche, a dita citometria de fluxo opcionalmente coeepde um ensaio de separagao
de células ativado por fluorescéncia (FACS).

12. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, caraetdo pelo
fato de que o extrato celular da etapa (b) é cdlw@m contato com uma diluicdo
em série da segunda fracdo de ligacdo para formarpluralidade de complexos
compreendendo a proteina de fusdo oncogénica guadse fracdo de ligagdo, em
gue a dita terceira e a quarta fracdo de ligacagpoeendem os terceiros e quartos
anticorpos, respectivamente, em que o terceircagt@@anticorpos sdo ambos 0s an-
ticorpos independentes do estado de ativacado eno gireal amplificado, gerado a
partir do primeiro e segundo elementos do par ddiicacao de sinal, esta correla-
cionado com a quantidade total da proteina de faséogénica.

13. Método, de acordo com a reivindicacdo 12, taraado pelo
fato de que o terceiro anticorpo é um anticorpefrehdente do estado de ativacdo e
0 quarto anticorpo € um anticorpo dependente dalestle ativacdo, ou em que o
sinal amplificado, gerado a partir do primeiro gwselo elementos do par de ampli-
ficacdo de sinal, esta correlacionado com a quasitidle proteina de fusdo oncogé-
nica ativada.

14. Método, de acordo com qualquer uma das resagdes 1 a
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13, caracterizado pelo fato de que a terceiradragfligacdo € marcada diretamente
com a fracdo de facilitagdo, ou em que a quart@drale ligacdo € marcada direta-
mente com o primeiro elemento do par de amplificadgi sinal, ou em que a quarta
fracdo de ligacdo € marcada com o primeiro eleméatpar de amplificagdo de si-
nal, por meio da ligacdo entre um primeiro eleme&atam par de ligacdo conjugado
com o segundo anticorpo de detecgéo, e um seglemergo do par de ligacao con-
jugado com o primeiro elemento do par de ampliicage sinal.

15. Método, de acordo com qualquer uma das resagdes 1 a
14, caracterizado pelo fato de que compreendecadichente:

(f) colocar o extrato celular em contato com umantgufracéo de
ligacdo especifica para um segundo dominio da slegproteina de tamanho total
diferente, em condi¢cdes adequadas para transfarmagunda proteina de tamanho
total diferente presente no extrato celular em ompdexo que compreende a segun-
da proteina de tamanho total diferente e a quiatg@id de ligacdo, em que o segundo
dominio da segunda proteina de tamanho total difengéio apresenta a proteina de
fusdo oncogénica; e

(g) remover o complexo da etapa (f) do extratolaelpara formar
um extrato celular desprovido da segunda protedrtamanho total diferente,

em que a etapa (f) é realizada antes, durantq@siaaetapa (a).

16. Método, de acordo com a reivindicacao 15, taraado pelo
fato de que o suporte sélido é selecionado do gquigoconsiste em vidro, plastico,
chipes, pinos, filtros, contas, papel, membranaeg$ede fibras e combina¢des dos
mesmos.

17. Método para otimizar terapia e/ou reduzir acidade em um
sujeito tendo cancer e recebendo um curso de déepgpa o0 tratamento de cancer,
caracterizado pelo fato de que o método compreende:

(a) isolar células de cancer apds a administragdand medica-
mento anti-cancer,

(b) lisar as células isoladas para produzir umagxtcelular;
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(c) medir um nivel de expressao e/ou ativacdo da proteina de
fusdo oncogénica no extrato celular, como defigdoqualquer uma das reivindica-
¢bes1alyv;

(d) comparar o nivel medido de expresséo e/oucdtivda proteina
de fusdo oncogénica com um nivel de expressdoagieacdo da proteina de fusédo
oncogénica, medido em um momento anterior, du@pkriodo da terapia; e

(e) determinar uma dose subsequente do perioderaaia para o
sujeito, ou se um periodo da terapia diferente pedeadministrado ao sujeito com
base na comparacéo da etapa (d).

18. Método, de acordo com a reivindicacdo 17, taraado pelo
fato de que a proteina de fusdo oncogénica é BCR-AB que o0 sujeito é determi-
nado por apresentar células de cancer que exprespamieina de fusdo oncogénica
antes de receber o periodo da terapia, em queitoséijpositivo para BCR-ABL.

19. Método, de acordo a reivindicagdo 17 ou 1&atarizado pelo
fato de que tanto o nivel de expressdo quantoed aévativacdo da proteina de fusdo
oncogénica sdo medidos no extrato celular, em geta@a (c) compreende adicio-
nalmente calcular uma razdo dos niveis de protinada para proteina de fuséo
oncogénica total, em que a etapa (d) compreendparama razdo calculada dos ni-
veis de proteina ativada para proteina de fusdog@mica total com uma razdo dos
niveis de proteina ativada para proteina de fus&og#nica total, calculada para o
sujeito em um estagio inicial.

20. Método, de acordo com a reivindicacdo 19, taraado pelo
fato de que a razéo calculada dos niveis de peotinada para proteina de fusdo
oncogénica total esta correlacionada com a inibpgteentual da proteina de fusédo
oncogénica ativada, mediante tratamento com meeéicBimanti-cancer, em que a
razao calculada dos niveis de proteina ativadapataina de fusdo oncogénica to-
tal esta relacionada com o nivel de uma protein&r@e em que a razdo calculada
dos niveis de proteina ativada para proteina d@foscogénica total compreende

uma razéo dos niveis de proteina BCR-ABL fosfoltota
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21. Método, de acordo com a reivindicacdo 20, taraado pelo
fato de que a proteina controle compreende umaipenatural de tamanho total
gue contém sequéncias ou dominios encontrado®teima de fusdo oncogénica em
gue a proteina controle é selecionada do grupecausiste em BCR de tamanho to-
tal, ABL de tamanho total e combina¢gées dos mesmos.

22. Método, de acordo com qualquer uma das renagdies 17 a
21, caracterizado pelo fato de que menos de cerd&@ d% de inibicdo do nivel de
ativacdo da proteina de fusdo oncogénica indica neuassidade para aumentar a
dose subsequente do periodo da terapia, ou paraisiar um periodo da terapia
diferente, em que menos de cerca de 50 % de ioilnigahivel de ativacao da protei-
na de fusdo oncogénica indica uma falta de connoi@a@lo sujeito ao periodo da
terapia, a existéncia de possiveis efeitos colateratoxicidade associada com o pe-
riodo da terapia, ou combina¢c6es dos mesmos, emagisede cerca de 80 % de ini-
bicdo do nivel de ativacdo da proteina de fusdog#mica indica que o sujeito esta
no periodo da terapia correto e na dose correta.

23. Método, de acordo com qualquer uma das renagdies 17 a
22, caracterizado pelo fato de que o cancer é teiacmielogénica cronica (CML),
em que o medicamento anti-cancer € selecionadoupm gue consiste em um anti-
corpo monoclonal, inibidor de tirosina quinase,rageguimioterapéutico, agente te-
rapéutico hormonal, agente radioterapéutico, vaginambinacées dos mesmos, em
gue o inibidor de tirosina quinase é selecionad@mipo que consiste em mesilato
de imatinib (Gleeved), nilotinib (Tasignd), dasatinib (Spryc@), bosutinib (SKI-
606) e combina¢cdes dos mesmos.

24. Método, de acordo com qualquer uma das renagdies 17 a
23, caracterizado pelo fato de que as etapas(@)c@mpreendem alternativamente:

(c) medir um nivel de expressdo e/ou ativacaorda proteina de
fusdo oncogénica e uma ou mais moléculas de tre@sdie sinal em sua via no ex-
trato celular;

(d) comparar o nivel medido de expressao e/oagiiv da protei-
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na de fusdo oncogénica, e moléculas de transdcdimal, com um nivel de expres-
sdo e/ou ativacdo da proteina de fusdo oncogénicm|éculas de transducao de si-
nal, medido em um momento inicial durante o peridaderapia; e

(e") determinar uma dose subsequente do periotieraaia para o
sujeito, ou se um periodo da terapia diferente pedeadministrado ao sujeito com
base na comparacéo da etapa (d').

25. Método para selecionar um medicamento antieréatequado
para o tratamento de um cancer, ou para identifigasposta de um cancer ao trata-
mento com um medicamento anti-cancer, ou paramedi resposta de um sujeito
tendo cancer ao tratamento com um medicamentcanter, ou para determinar se
um sujeito tendo cancer é resistente ao tratanmemoum medicamento anti-cancer,
caracterizado pelo fato de que o método compreende:

(a) isolar células de um cancer apés a adminisirdedum medi-
camento anti-cancer, ou antes da incubacéo comedicamento anti-cancer;

(b) lisar as células isoladas para produzir umagxtcelular;

(c) medir um nivel de expressao e/ou ativacdo da proteina de
fusdo oncogénica no extrato celular, como defimdoqualquer uma das reivindica-
¢cbeslaz4;e

(d) determinar se 0 medicamento anti-cancer é adqau inade-
quado para o tratamento do cancer, comparandoeb advexpressdo e/ou ativacédo
detectado para a proteina de fusdo oncogénica noniuel de referéncia e/ou perfil
de ativacdo gerado na auséncia do medicamentcéaander, identificar o cancer co-
MO responsivo ou Nao responsivo ao tratamento camedicamento anti-cancer,
comparando o nivel de expressdo e/ou ativacaotddtepara a proteina de fusdo
oncogénica com um nivel de referéncia e/ou peefitivacdo gerado na auséncia do
medicamento anti-cancer, e/ou prever a qual prtdable que o sujeito respondera
ao tratamento com o medicamento anti-cancer, cangaro nivel de expressao
e/ou ativagdo detectado para a proteina de fusémgénica com um nivel de refe-

réncia e/ou perfil de ativagcdo gerado na ausérximedicamento anti-cancer, e/ou
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determinar se 0 sujeito é resistente ou sensivétad@mento com o medicamento
anti-cancer, comparando o nivel de expressao #l@g¢ao detectado para a proteina
de fusdo oncogénica com um nivel de referéncia péofil de ativacdo gerado na
auséncia do medicamento anti-caAncer ou na presemgaedicamento anti-cancer
em um periodo inicial, respectivamente.

26. Método, de acordo com a reivindicacdo 25, taraado pelo
fato de que o cancer é leucemia mielogénica crgaité.) em que o medicamento
anti-cancer é selecionado do grupo que consistereranticorpo monoclonal, inibi-
dor de tirosina quinase, agente quimioterapéuaigente terapéutico hormonal, a-
gente radioterapéutico, vacina e combinacdes deso® em que 0 anticorpo mo-
noclonal é selecionado do grupo que consiste estumamab (Hercept®), alemtu-
zumab (Campaf), bevacizumab (Avast®), cetuximab (Erbitu%), gemtuzumab
(Mylotarg®), panitumumab (Vectibix™), rituximab (Rituxdn tositumomab (BEX-
XAR®) e combinacdes dos mesmos, o dito inibidor dsitiepquinase é selecionado
do grupo que consiste em mesilato de imatinib (@9, nilotinib (Tasign&), da-
satinib (Sprycél), bosutinib (SKI-606), gefitinib (Ires8p sunitinib (Suter®t), erlo-
tinib (Tarcev&), lapatinib (TykerB), canertinib (Cl 1033), semaxinib (SU5416), va-
talanib (PTK787/ZK222584), sorafenib (BAY 43-900&flunomide (SU101), van-
detanib (ZACTIMA™; ZD6474) e combinagbes dos mesnems que 0 agente qui-
mioterapéutico é selecionado do grupo que consistepemetrexed (ALIMTR),
gencitabina (Gemz%), sirolimus (rapamycin), andlogos de rapamiciranpostos
de platina, carboplatina, cisplatina, satraplatieslitaxel (Taxdl), docetaxel (Taxo-
teré®), tensirolimus (CCI-779), everolimus (RADOO1) endzinacdes dos mesmos
em que o agente terapéutico hormonal é seleciot@adpupo que consiste em inibi-
dores de aromatase, moduladores do receptor dmé@siv seletivo, esterdides, fi-
nasterida, agonistas do hormdnio que libera gonapiog, sais farmaceuticamente
aceitaveis destes, estereoisdmeros destes, desidadtes, analogos destes e combi-
nacdes dos mesmos, em que o agente radioterapéusielecionado do grupo que
consiste enf’Sc, ®‘Cu, ®'Cu, ¥sr, %, 87y, PV 10Rh, tiag, in, 117"Sn, “%Pm,
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1535 m, %o, ""Lu, *Re, **Re, M *At, 'Bi e combinacdes dos mesmos.
27. Invencéo, caracterizada por quaisquer de suageatizacOe-
sou categorias de reivindicacdo englobadas pelérimahicialmente revelada no

pedido de patente ou em seus exemplos aqui apadssnt
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RESUMO

“METODOS PARA DETERMINAR O NIVEL OU ESTADO DE
ATIVACAO DE UMA PROTEINA DE FUSAO ONCOGENICA, PARA
OTIMIZAR TERAPIA E/OU REDUZIR A TOXICIDADE EM UM
SUJEITO TENDO CANCER, PARA SELECIONAR UM MEDICAMENTO
ANTI-CANCER ADEQUADO PARA O TRATAMENTO DE UM
CANCER, PARA IDENTIFICAR A RESPOSTA DE UM CANCER AO
TRATAMENTO COM UM MEDICAMENTO ANTI-CANCER, PARA
PREDIZER A RESPOSTA DE UM SUJEITO TENDO CANCER AO
TRATAMENTO COM UM MEDICAMENTO ANTI-CANCER, E, PARA
DETERMINAR SE UM SUJEITO TENDO CANCER E RESISTENTE AO
TRATAMENTO COM UM MEDICAMENTO ANTI-CANCER”

A presente invencdo fornece arranjos a base de anticorpo para
detectar o estado de ativagd@o e/ou quantidade total de uma ou uma pluralidade
de proteinas de fus@o oncogénicas em uma amostra bioldgica, tal como
sangue total ou tecido tumoral, e métodos de uso dos mesmos. Em certos
exemplos, o estado de ativagdo e ou a quantidade total de proteina(s) de fuséo
oncogénica(s) presente(s) em uma amostra podem ser medidos em
combinagdo com uma ou uma pluralidade de moléculas de transdu¢do de
sinal. As composi¢cdes e métodos da presente invengdo apresentam as
vantagens de especificidade associada a ensaios imunoabsorventes ligados a
enzima, sensibilidade associada a amplificagdo de sinal, e multiplexac¢do de

alto rendimento associada a microarranjos.




